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PRÓLOGO 
Las enfermedades neurodegenerativas están adquiriendo un gran protagonismo en 
los últimos tiempos, debido al envejecimiento de la población, su alta prevalencia y 
el elevado coste social que suponen. 
A pesar de los grandes avances realizados en los últimos años en el diseño de 
sistemas de administración de fármacos capaces de acceder al Sistema Nervioso 
Central, continúa siendo un desafío el desarrollo de un sistema de vectorización de 
fármacos a nivel cerebral, debido a los problemas que presenta la barrera 
hematoencefálica para poder ser atravesada. 
Debido a esto, el presente trabajo de investigación está centrado en el diseño, 
desarrollo y caracterización de sistemas lipídicos para vectorizar fármacos hacia el 
Sistema Nervioso Central mediante diferentes mecanismos de transporte activo y 
pasivo que permitan el acceso del fármaco a través de esta barrera. Estos sistemas 
permiten la administración del fármaco mediante técnicas no invasivas, 
favoreciendo el direccionamiento del fármaco al lugar de acción, pudiéndose 
reducir la dosis de administración, así como sus efectos adversos. 
En el bloque I se ha diseñado un sistema lipídico que permitiría la vectorización de 
fármacos a nivel cerebral mediante un mecanismo de transporte activo o transporte 
mediado por receptor. Se trata del desarrollo de inmunoliposomas, constituidos por 
liposomas que contienen el fármaco incluido en el interior y a su vez se encuentran 
anclados a un anticuerpo monoclonal, el cual se unirá a un receptor específico de las 
células endoteliales de la barrera hematoencefálica. Este sistema de vectorización 
va a permitir que fármacos incapaces de atravesar esta membrana cerebral, se unan 
a receptores específicos de las células endoteliales cerebrales y transporten el 
fármaco hacia el cerebro mediante endocitosis mediada por receptor. 
 
 
 
  
 
En el bloque II se ha diseñado un sistema lipídico que permite la vectorización de 
levodopa a nivel cerebral mediante la administración intranasal  de insertos 
liofilizados mediante un mecanismo de transporte pasivo, que permita el acceso 
directo del fármaco desde la cavidad nasal hasta el Sistema Nervioso Central, con 
una futura posible aplicación en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson.  
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1.1. ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS 
Las enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer y la 
enfermedad de Parkinson, representan un problema de gran importancia en el 
ámbito social, médico y económico, ya que su prevalencia está aumentando en los 
últimos años. Constituyen actualmente, junto con las enfermedades del sistema 
circulatorio y el cáncer, la principal causa de mortalidad (García-Ramos y cols., 
2016).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.  Diferentes regiones del cerebro afectadas según la enfermedad neurológica 
(López-Barneo, 2012). 
Este tipo de enfermedades se caracteriza por una disminución de células 
neurológicas en diferentes partes del cerebro (Zarranz, 2004). En la figura 1 se 
señalan las principales regiones donde se cree que tienen su origen algunas de estas 
enfermedades, como la enfermedad de Parkinson, Alzheimer, Huntington y 
esclerosis lateral amiotrófica (ELA). 
Aunque, generalmente, la etiología de estas enfermedades es conocida, la 
administración de fármacos capaces de alcanzar el Sistema Nervioso Central (SNC) 
sigue siendo un desafío, debido principalmente a los problemas que presenta la 
barrera hematoencefálica (BHE) para ser atravesada, constituyendo esto un reto en 
investigación. 
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1.2. PROBLEMAS EN LA VECTORIZACIÓN DE FÁRMACOS A NIVEL DEL SNC 
El cerebro es un órgano muy delicado y vulnerable que se encuentra altamente 
protegido gracias a diversos mecanismos, impidiendo así el paso de sustancias 
extrañas. Estos mecanismos de defensa hacen que muchos fármacos sean ineficaces 
en el tratamiento de enfermedades cerebrales, debido a su incapacidad de acceso al 
SNC (Misra y cols., 2003).  
En concreto, este órgano se encuentra protegido de los agentes externos por tres 
barreras: la BHE, la barrera sangre-líquido cefalorraquídeo y la barrera sangre-
aracnoides. A su vez, estas barreras limitan el transporte de fármacos a su interior. 
Como la BHE es la de mayor superficie, puede considerarse como la barrera más 
importante para el transporte de moléculas activas al cerebro (Misra y cols., 2003; 
Loch-Neckel y Koepp, 2010). Se ha demostrado que sólo pequeñas moléculas, con 
un peso molecular inferior a 600 Dalton pueden atravesar la membrana mediante 
un proceso de transporte paracelular o transcelular, dependiendo de su lipofilia 
(Pardridge, 1999). Por el contrario, fármacos de peso molecular más elevado 
(superior a 600 Dalton), como proteínas, péptidos o ADN, no son capaces de hacerlo 
(Pardridge, 2002).      
1.3. LA BARRERA HEMATOENCEFÁLICA 
1.3.1. Localización y composición 
La BHE es una barrera membranosa única que separa el tejido cerebral de la sangre, 
localizándose en la interfase de ambos (Misra y cols., 2003).  
Está constituida por una monocapa de células endoteliales unidas entre sí por 
uniones estrechas, así como por los pies de los astrocitos, neuronas perivasculares 
y pericitos (figura 2). Estas células, junto con la membrana basal, conforman la 
“unidad neurovascular” y son las responsables de la integridad de la BHE (Weiss y 
cols., 2008). 
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Figura 2. Representación esquemática de los componentes de la BHE 
(http://www.guiasdeneuro.com.ar/wpcontent/uploads/2009/03/barrera.jpg). 
El elemento clave que determina las propiedades de la BHE son las células 
endoteliales, que comparten una serie de características morfológicas y funcionales 
que las diferencian de los endotelios del resto de los vasos y explican la propiedad 
de aislamiento sanguíneo del tejido nervioso. Estas características son:  
• Ausencia de poros intracelulares y de vesículas pinocíticas. 
• Se encuentran estrechamente unidas y existen bandas o zonas 
occludens, que cierran herméticamente el espacio intercelular 
impidiendo cualquier comunicación con el espacio extracelular 
vascular.  
• Elevado número de mitocondrias por cada célula endotelial, que indica 
una elevada actividad metabólica con relación a otros endotelios. 
• Existencia de una lámina basal simple que rellena el espacio entre el 
endotelio y los pies gliales o astrocitos (Pascual-Garvi y cols., 2004). 
El hecho de que las células se encuentren fusionadas previene el transporte 
paracelular de las moléculas entre las células endoteliales. Tres moléculas de 
naturaleza proteica son las que intervienen fundamentalmente en la composición 
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de estas uniones: claudinas, ocludinas y moléculas de adhesión a las uniones, siendo 
mantenidas por otras proteínas citoplasmáticas (Nakagawa y cols., 2009). Además 
de estas estructuras de unión, las células endoteliales cerebrales disponen de otras 
moléculas de adhesión celular, que se localizan cerca de la región basolateral, 
denominadas cadherinas, y que interactúan unas con otras cuando está presente el 
ión calcio (Cózar-Bernal y cols., 2012). 
Las células endoteliales del cerebro se encuentran altamente polarizadas y 
muestran una baja actividad pinocítica, pero presentan diferentes mecanismos de 
transporte activo que favorecen la homeostasis en el cerebro. Asimismo, estas 
células también contienen altas concentraciones de P-glucoproteína, una proteína 
ATP-dependiente que transporta un amplio rango de fármacos fuera del cerebro e 
inhibe la penetración de moléculas de elevado peso molecular (superior a 400 
Dalton) e hidrofóbicas hacia el interior del mismo por transporte activo desde la 
sangre (Ramos-Cabrer y Campos, 2013). 
Adicionalmente, existe una membrana basal, constituida por colágeno tipo IV, 
fibronectina y laminina, que forma un revestimiento alrededor del endotelio. 
También se identifica una capa discontinua de pericitos, células en forma de araña 
cuyas prolongaciones citoplasmáticas siguen su curso circunferencial alrededor del 
capilar (Fernández y cols., 2011). 
Se conoce que los capilares sanguíneos cerebrales se encuentran envueltos por unas 
prolongaciones citoplasmáticas aplanadas de un tipo de células gliales llamadas 
astrocitos. Dichas células, con forma de estrella, presentan múltiples 
prolongaciones que poseen expansiones similares a los pies aplanados y que 
envuelven vasos sanguíneos y sinapsis (Bernacki y cols., 2008).  
Gracias a la interacción entre los astrocitos y la lámina basal del capilar, las células 
endoteliales se adhieren entre sí mediante uniones estrechas y sellan el espacio 
extracelular cerebral impidiendo el paso de moléculas o proteínas que estén por 
encima de un valor determinado de peso molecular (Rubin y Staddon, 1999). 
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1.3.2. Función fisiológica 
Su principal función es mantener la homeostasis de las neuronas y las células gliales 
del cerebro, es decir, mantener un medio extracelular estable para que sea posible 
la transmisión sináptica.  
La BHE es la responsable de que no haya interferencias en la transmisión sináptica 
entre neuronas mediante el intercambio de moléculas e iones entre la sangre y el 
espacio extracelular. Además, esta barrera permite el aislamiento del espacio 
extracelular con respecto a la sangre, ya que ésta experimenta cambios continuos 
en su composición, y bloquea el acceso de sustancias tóxicas endógenas o exógenas 
(Pascual-Garvi, 2004). 
1.3.3. Mecanismos de transporte de fármacos hacia el Sistema Nervioso 
Central 
La BHE es permeable a moléculas pequeñas y lipofílicas, como el oxígeno, dióxido 
de carbono y nicotina, mientras que moléculas de elevado tamaño, superiores a 400-
600 Dalton, no pueden atravesarla espontáneamente por difusión, sino que deben 
hacerlo a través de sistemas de transporte específicos o por sistemas de endocitosis 
mediados por receptor (por ejemplo: leptina, transferrina o insulina). Como 
ejemplos de transportes específicos encontramos los sistemas usados para 
transporte de glucosa y aminoácidos esenciales (Ramos-Cabrer y Campos, 2013). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Mecanismos de transporte de moléculas hacia el SNC (Ramos-Cabrer y cols., 2013). 
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Como se observa en la figura 3, existen diferentes mecanismos de transporte para 
que las moléculas puedan acceder al cerebro, destacando la difusión paracelular, 
difusión transcelular, transporte mediado por portadores, transcitosis mediada por 
receptor y transcitosis mediada por adsorción. 
La difusión paracelular es utilizada por moléculas de naturaleza hidrófila, de 
pequeño tamaño molecular y que puedan difundir a través de las uniones estrechas 
presentes en las células endoteliales (Ballabh y cols., 2003). 
Por su parte, las moléculas lipófilas de pequeño tamaño molecular ( 400 Dalton) 
utilizan la difusión transcelular para entrar en el cerebro (Boer y Gaillar, 2007). 
El mecanismo de transcitosis mediada por portador lo aprovechan pequeñas 
moléculas como glucosa, aminoácidos y bases púricas con el fin de proveer de 
nutrientes al cerebro. Dichos portadores forman parte de las estructuras de 
membrana y son altamente selectivos para dichas moléculas.  
Los procesos de transcitosis mediada por receptor o por adsorción son los únicos 
mecanismos por los cuales moléculas de gran tamaño molecular, como anticuerpos 
y proteínas, pueden acceder al Sistema Nervioso Central (Pardridge, 2005). 
1.4. ESTRATEGIAS PARA ADMINISTRAR FÁRMACOS A NIVEL CEREBRAL 
Para las moléculas que no pueden ser transportadas por los mecanismos explicados 
en el apartado anterior, existen diferentes estrategias que permiten la entrada de 
fármacos al cerebro para el tratamiento de ciertas patologías (Khan y cols., 2017). 
Como queda recogido en la figura 4, se han investigado una amplia variedad de 
estrategias para permitir la vectorización y liberación de fármacos a nivel cerebral. 
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Figura 4. Representación esquemática de las estrategias para la administración de fármacos 
hacia el SNC (Poupot y cols., 2018). 
Globalmente, se barajan dos estrategias principales, basadas en técnicas invasivas y 
técnicas no invasivas.  
1.4.1. Técnicas invasivas 
Como se recoge en la figura 4, una de las alternativas dentro de las técnicas invasivas 
consiste en la administración directa de una inyección intraparenquimatosa de 
la sustancia deseada (Ramos-Cabrer y Campos, 2013). El principal inconveniente de 
este método es el coeficiente de difusión limitado de las moléculas, asociado al lento 
movimiento de los componentes en el cerebro. Se recuerda que la difusión del 
fármaco a nivel cerebral depende de la concentración en biofase del fármaco 
liberado desde su formulación, el peso molecular, la liposolubilidad, la polaridad y 
la afinidad por los tejidos (Groothuis, 2000). Otra técnica está basada en el uso de 
implantes, como bombas osmóticas o dispositivos convencionales mejorados para 
la infusión continua del fármaco (Loch-Neckel y Koeep, 2010). 
Existe la posibilidad de que en lugar de atravesar la barrera, se realice una 
alteración de la BHE, produciendo una interrupción de forma temporal de la 
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misma mediante la apertura de las uniones estrechas de las células endoteliales. La 
interrupción transitoria se puede lograr usando sustancias osmóticamente activas, 
como manitol, arabinosa u otras soluciones hipertónicas. Esta técnica se usa en la 
práctica clínica diaria para la liberación de quimiorreceptores en pacientes con 
tumores cerebrales. Sin embargo, la apertura de la barrera es un procedimiento 
peligroso, ya que puede causar cambios hidroelectrolíticos y suprimir los 
mecanismos que regulan la entrada de sustancias, permitiendo el paso de sustancias 
tóxicas al cerebro (Loch-Neckel y Koeep, 2010; Ramos-Cabrer y Campos, 2013). 
Estas técnicas, en muchos casos, implican cirugía, son invasivas, arriesgadas y no se 
pueden utilizar cuando el fármaco tiene que llegar a zonas críticas del cerebro. Por 
esta razón, se continúa hoy avanzando en el desarrollo de métodos alternativos no 
invasivos en los que el fármaco acceda al cerebro sin alterar la BHE. 
1.4.2. Técnicas no invasivas 
La primera opción se centró en la modificación química de los fármacos, en la 
cual se modifica su estructura química para facilitar el paso a través de la membrana 
(por ejemplo, la adición de cadenas alifáticas para incrementar su lipofilia) (Chen y 
cols., 2004).  
Otra posibilidad es el uso de profármacos, es decir, moléculas que en su estado 
inicial no son activas, pero cuando atraviesan la BHE sufren una transformación 
química o enzimática y se vuelven activos (Lambert, 2000). 
La administración intranasal constituye una alternativa emergente entre las 
técnicas no invasivas, que permite el paso de grandes moléculas cargadas hacia el 
cerebro (Born y cols., 2002; Khan y cols., 2017). Estudios recientes han revelado el 
éxito de administrar oxitocina por vía intranasal en el tratamiento del autismo, 
mejorando el comportamiento social y emocional de los individuos autistas 
(Guastella y cols., 2010). Asimismo, Shingaki y cols. (2010) han demostrado que la 
administración intranasal de metotrexato produce una reducción de los tumores 
Introducción General 
 
- 15 - 
 
cerebrales en un 80%, haciendo que esta vía sea una opción atractiva para la 
administración de fármacos a nivel cerebral. 
Otra forma de vectorizar un fármaco a nivel cerebral consiste en la formulación de 
nanopartículas, que se obtienen a partir de polímeros o lípidos, y pueden 
incorporar cantidades relativamente elevadas de molécula activa en su estructura 
para ser liberadas en el SNC. El uso de nanopartículas permite el acceso de 
principios activos que normalmente no atraviesan esta membrana, enmascarando 
así sus características fisicoquímicas mediante la encapsulación de estos sistemas. 
El uso de nanopartículas está adquiriendo gran relevancia en el tratamiento de las 
enfermedades del SNC como gliomas, enfermedad de Alzheimer y enfermedad de 
Parkinson (Saraima y cols., 2016) debido a su gran capacidad para vectorizar 
fármacos hacia el lugar de acción, reduciendo así la toxicidad y los efectos 
secundarios (Koo y cols., 2006). Neves y cols. (2016) incluyeron la molécula 
resveratrol, químicamente inestable, en nanopartículas recubiertas con 
apolipoproteína E para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer favoreciendo 
la vectorización del fármaco hacia el SNC. Por otro lado, a través de la realización de 
estudios in vivo se ha demostrado la capacidad de las nanopartículas para mantener 
la integridad del fármaco. 
La terapia génica cerebral se basa en la introducción de ácidos nucleicos en el 
tejido nervioso, cuya expresión pueda resultar de utilidad terapéutica. Mediante la 
terapia génica no invasiva, este material genético se introduce indirectamente por 
vía sanguínea, evitando su inyección directa en el parénquima cerebral y el daño de 
la BHE. Este tipo de terapia supone nuevas y excitantes perspectivas para el 
tratamiento de numerosas enfermedades neurológicas, para las cuales no existen 
tratamientos farmacológicos efectivos. Los estudios ya realizados en animales 
resultan altamente prometedores y es probable que, en los próximos años, den lugar 
a procedimientos de terapia génica útiles y seguros para su uso en pacientes (Brito-
Armas y cols., 2011). La terapia génica ha sido aplicada en el tratamiento de la 
enfermedad de Alzheimer. En cultivos primarios de neuronas piramidales de 
hipocampo de rata se ha sobreexpresado la proteína calbindina D28K, obteniéndose 
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altos rendimientos. Esta proteína es capaz de unirse al ión calcio modulando sus 
concentraciones citoplasmáticas. La sobreexpresión de esta proteína confirió 
protección a los cultivos frente a estímulos citotóxicos como el fragmento 25-35 del 
péptido beta-amiloide (Kook y cols., 2014). Para la enfermedad de Parkinson se ha 
empleado la terapia sustitutiva con levodopa y los implantes de células 
dopaminérgicas. Así, las células hiperactivas del núcleo subtalámico son 
consideradas como células diana para la inserción del gen de la descarboxilasa 
glutámica ácida (GAD), responsable de la producción del neurotransmisor 
inhibitorio GABA, obteniéndose como resultado un funcionamiento más normal de 
la actividad de la red cerebral (Bartus y cols., 2014). También se han realizado 
estudios ex vivo, con trasplantes de células capaces de producir dopamina o de 
secretar factores de crecimiento o neurotrofinas (BDNF, GDNF) que actúan como 
agentes neurotróficos, activando rutas de supervivencia celular en las neuronas 
afectadas (Pasquarelli y cols., 2017). 
Una de las propuestas más versátil y atractiva para la liberación de fármacos hacia 
el parénquima cerebral implica el uso de inmunoliposomas, los cuales están 
constituidos por un fármaco encapsulado en el interior de un liposoma, al cual se 
encuentra anclado mediante conjugación a un ligando, que en este caso va a ser un 
anticuerpo monoclonal, que se unirá a un receptor específico localizado en las 
células endoteliales de la BHE (Groothuis, 2000; Cózar-Bernal y cols., 2012). 
Se trata de un transporte mediado por receptores, los cuales se unen a ligandos de 
receptores específicos endógenos o anticuerpos monoclonales (mAb) anclados en 
la superficie del portador, de manera que son capaces de atravesar la BHE como 
verdaderos "Caballos de Troya moleculares" (Pardridge, 2007; Gabathuler, 2010; 
Pardridge, 2017). Este mecanismo de endocitosis mediado por receptor es la vía de 
entrada de moléculas al tejido cerebral. En el proceso, la unión ligando-receptor 
puede producirse por la conjugación directa del fármaco al ligando, o bien utilizar 
un sistema vector que encapsule al fármaco, y acoplar el ligando en la superficie 
exterior de dicho vector. El desarrollo de inmunoliposomas tiene gran relevancia en 
la terapia contra el cáncer, debido a su capacidad para vectorizar el fármaco hacia 
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el lugar de acción. Kuesters y cols. (2010) desarrollaron liposomas catiónicos 
funcionalizados con el anticuerpo monoclonal recombinante, bevacizumab, 
empleado en el tratamiento del cáncer colorrectal metastásico combinado con 5-
fluorouracilo, produciendo la inhibición de la angiogénesis y el crecimiento tumoral. 
El desarrollo de inmunoliposomas en el tratamiento de las enfermedades 
neurodegenerativas es un campo prometedor en vías de desarrollo. Autores como 
Loureiro y cols. (2015) han desarrollado inmunoliposomas constituidos por 
liposomas pegilados, funcionalizados con dos anticuerpos para el suministro de 
fármacos hacia el cerebro, demostrando su capacidad para atravesar la barrera 
hematoencefálica para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.  
Esta prometedora estrategia para dirigir fármacos al cerebro y así contribuir al 
desarrollo de tratamientos efectivos para enfermedades del SNC se ha llevado a 
cabo en este proyecto de investigación y se irá describiendo detalladamente a lo 
largo de la memoria presentada. 
1.5. ACTUALIDAD EN LA INVESTIGACIÓN EN LA ENFERMEDAD DE PARKINSON 
Debido al incremento de las enfermedades neurodegenerativas en los últimos años 
son numerosos los estudios realizados en la actualidad para paliar este problema 
de gran índole. La nanotecnología y los sistemas de administración de fármacos 
nanométricos se siguen desarrollando intensamente, mostrando resultados 
favorables en el campo de la neuroprotección. El diseño de sistemas de 
administración de fármacos capaces de atravesar la BHE y actuar en la enfermedad 
de Parkinson ha sido estudiado ampliamente en los últimos años. Haney y cols. 
(2015) han desarrollado un nuevo sistema de administración de fármacos basado 
en exosomas cargados de catalasa, enzima con elevada capacidad antioxidante, para 
tratar la enfermedad de Parkinson. En sus estudios se detectó una cantidad 
considerable de exosomas en el cerebro de los ratones con EP tras su 
administración por vía intranasal, proporcionando un significativo efecto 
neuroprotector. Zeevalk y cols. (2010) desarrollaron liposomas que contienen 
glutatión y se observó que era eficaz en el mantenimiento del glutatión intracelular 
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y producía neuroprotección de las células neuronales mesencefálicas. También se 
han diseñado nanopartículas lipídicas sólidas capaces de encapsular bromocriptina 
para evaluar su efecto antiparkinsoniano. Estas nanopartículas mostraron una 
liberación prolongada del fármaco durante 48 horas, dando un resultado favorable 
en ratas hemiparkinsonianas (Esposito y cols., 2008). También se han formulado 
nanopartículas de quitosano encapsuladas con bromocriptina mediante el método 
de gelificación iónica para aplicación intranasal (Md y cols., 2014). Se observó que 
la degeneración selectiva de las neuronas dopaminérgicas en ratones tratados con 
haloperidol se revirtió con nanopartículas de quitosano cargadas con 
bromocriptina y se encontró que era efectiva en el tratamiento de la EP (Md y cols., 
2014). Se observó que el suministro cerebral de estas nanopartículas se mejoró 
después de la conjugación de nanopartículas. El efecto terapéutico de la 
administración nasal de nanopartículas conjugadas con péptido de urocortina se 
demostró mediante el aumento del suministro cerebral en ratas 
hemiparkinsonianas (Wen y cols., 2011). Se formularon nanopartículas 
mucoadhesivas de quitosano cargadas con hidrocloruro de ropinirol para la 
administración intranasal de fármacos para el tratamiento de la EP. Después de la 
administración intranasal de nanopartículas de quitosano cargadas con 
hidrocloruro de ropinirol, se logró un perfil de liberación sostenida después de 
aproximadamente 18 h y se observó una acumulación cerebral mejorada en 
comparación con la solución de clorhidrato de ropinirol (Jafarieh y cols., 2014).  
Loureiro y cols. (2015) desarrollaron una formulación de liposomas unidos a un 
anticuerpo modificado, con capacidad para unirse activamente a un receptor de la 
BHE, liberando el fármaco justo en la proximidad de los receptores para 
proporcionar la penetración del fármaco en el cerebro. 
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1.1. MECANISMOS DE TRANSPORTE ACTIVO DE FÁRMACOS HACIA EL SISTEMA 
NERVIOSO CENTRAL 
La vectorización de fármacos a nivel cerebral mediante el desarrollo de sistemas 
transportadores capaces de atravesar la BHE implica un mecanismo de transporte 
activo que permita el acceso del fármaco en el lugar de acción. Entre los mecanismos 
de transporte activo cabe destacar:  
1.1.1. Transcitosis mediada por adsorción  
Este mecanismo se inicia por la unión de sustancias de naturaleza policatiónica a las 
membranas de las células endoteliales mediante interacciones electrostáticas 
inespecíficas. Ello es debido a que la membrana plasmática de los capilares 
cerebrales se encuentra cargada negativamente a pH fisiológico debido a la 
presencia de proteoglucanos, mucopolisacáridos, glucolípidos y glucoproteínas que 
contienen sulfatos y ácidos siálicos. El transporte por adsorción se produce como 
resultado de una interacción electrostática entre la parte del péptido cargada 
positivamente y la membrana de la célula endotelial cargada negativamente. Este 
tipo de transporte es saturable y no específico. Debido a estas propiedades, el 
transporte mediado por adsorción se ha estudiado exhaustivamente como 
estrategia para mejorar la administración de péptidos y proteínas en el cerebro, 
siendo las moléculas que penetran en la BHE por adsorción, sobre todo, proteínas 
catiónicas como la albúmina, avidina, etc. (Jones y Shusta, 2007). 
Originalmente, se desarrollaron nanopartículas cationizadas de albúmina capaces 
de administrar fármacos y péptidos al parénquima cerebral (Lu y cols., 2007). En un 
estudio, Liu y cols. (2014), desarrollaron nanopartículas constituidas por un núcleo 
hidrofóbico que contenía ciprofloxacino y una cubierta hidrofílica con PEG. Este 
sistema, capaz de atravesar la BHE mediante transcitosis mediada por adsorción, 
actuó a nivel neuronal, disminuyendo los niveles de infección cerebral. 
Posteriormente, se desarrollaron péptidos cargados positivamente con menos de 
30 aminoácidos que fueron capaces de acceder a través de las membranas celulares 
mediante transcitosis mediada por adsorción (Chen y Liu, 2012). 
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Sin embargo, como la transcitosis mediada por adsorción solo depende de la 
atracción electrostática entre la parte del péptido (cargada positivamente) y la 
membrana de la célula endotelial (cargada negativamente), entraña una limitación 
en la especificidad tisular. La falta de especificidad tisular supone la vectorización 
del fármaco hacia órganos o tejidos no deseados, así como una disminución de la 
concentración terapéutica de fármaco a nivel cerebral. Por ello, todos estos factores 
deben ser evaluados antes de implantar clínicamente este mecanismo de transporte 
(Allhenn y cols., 2012). 
1.1.2. Transcitosis mediada por receptor 
Es el transporte más específico, ya que implica la unión de un ligando a un receptor 
específico localizado en la membrana del endotelio cerebral. Para que esta unión se 
produzca, el ligando induce una modificación en la proteína receptora, ya sea por 
una reacción de reticulación o por un cambio conformacional de la molécula del 
receptor, generando el proceso de endocitosis hacia el interior celular. En este 
mecanismo, la vesícula endocítica se recubre de clatrinas. A continuación, la 
invaginación se libera de las clatrinas y se fusiona, formando un endosoma, el cual 
se acidifica, ocasionando la disociación del ligando del receptor. El endosoma que 
contiene el ligando en su interior, puede fusionarse con los lisosomas 
citoplasmáticos, procediéndose entonces a la degradación de su contenido 
(Skarlatos y cols., 1995). Alternativamente, el endosoma puede ser transportado 
hacia la región basolateral de la célula; en este caso, por un mecanismo de exocitosis, 
el contenido es expulsado de la célula. En este proceso, la unión ligando-receptor 
puede producirse por la conjugación directa del fármaco al ligando, o bien utilizar 
un sistema vector que encapsule el fármaco, y acoplar el ligando en la superficie 
exterior de dicho vector. 
Este mecanismo es empleado en el transporte de péptidos endógenos como 
insulina, factores de crecimiento y transferrina (Dennis y Watts, 2012).  
A continuación, se exponen los receptores comúnmente implicados en el transporte 
mediado por receptores. 
Introducción 
 
- 31 - 
 
1.1.2.1. Receptor de transferrina (Tfr) 
Este receptor media la transcitosis del hierro unido a la transferrina a través de las 
células endoteliales del cerebro (Gunawan y cols., 2011). Debido a la asociación que 
existe entre la acumulación de hierro y el daño celular, este receptor es el mejor 
caracterizado. Durante mucho tiempo se ha considerado que la acumulación de 
hierro desempeña un papel importante en el proceso de degradación del tejido 
cerebral en muchas enfermedades neurodegenerativas (Volkel y cols., 2004).  
El receptor de transferina (Tfr) está ampliamente caracterizado en la 
administración de fármacos, ya que ha demostrado ser una vía de captación celular 
eficiente de fármacos contra el cáncer (Chang y cols. 2009).  Autores como Chen y 
Liu (2012) han centrado su investigación en el diseño de nanovesículas unidas a 
transferrina capaces de transportar fármacos de gran tamaño. 
1.1.2.2. Receptor de insulina 
Este receptor juega un papel importante en la diabetes y la obesidad. Su densidad y 
sensibilidad se pueden alterar durante la progresión de ciertas patologías, como la 
enfermedad de Alzheimer. Frolich y cols. (1998) informaron que la densidad del 
receptor de insulina del cerebro se incrementaba en pacientes con la enfermedad 
de Alzheimer. También demostraron que los mediadores patológicos de la 
enfermedad de Alzheimer como el péptido amiloide-β (Aβ) también podía competir 
por la unión de insulina al receptor insulínico, interfiriendo con el metabolismo de 
la insulina y conduciendo a problemas en la utilización de glucosa por parte del 
cerebro en enfermos de Alzheimer (Xie y cols., 2002). Estos estudios indicaban la 
necesidad de emplear con precaución el uso de receptores insulínicos en el 
tratamiento de enfermedades cerebrales, ya que se puede provocar una alteración 
en el metabolismo de la insulina, afectando a la utilización de la insulina por parte 
del cerebro. 
1.1.2.3. Receptores de lipoproteínas 
Estos receptores actúan como receptor de la proteína precursora beta amiloide, 
apolipoproteína E y alfa-2-macroglobulina, todas ellas genéticamente vinculadas a 
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la enfermedad de Alzheimer (Chen y Liu, 2012). Se ha sugerido que como los 
receptores de lipoproteínas inhiben el proceso inflamatorio, la expresión de estas 
lipoproteínas puede estar asociada con el proceso inflamatorio propio de las 
enfermedades cerebrales como la enfermedad de Alzheimer, Parkinson y 
encefalitis.  
1.2. INMUNOLIPOSOMAS 
En patologías cerebrales, como la enfermedad de Parkinson, se encuentran 
afectadas células específicas como son las neuronas dopaminérgicas de la sustancia 
negra (figura 1 A). Así, cuando se realiza la administración de un fármaco a nivel 
sistémico, éste se reparte por todo el organismo con la esperanza de que una 
cantidad suficiente llegue al tejido que lo requiera (figura 1 B). Sin embargo, en 
muchos casos, la administración sistémica de fármacos es ineficiente y muchas de 
estas moléculas terminan en una zona donde no se necesita, o bien, se favorece su 
excreción, estando a veces acompañada de efectos secundarios perjudiciales para el 
paciente. Debido a esto, es importante la investigación de nuevas estrategias que 
faciliten la acción del fármaco en el lugar de la patología, minimizando su presencia 
en otros tejidos donde que no es necesario. Este concepto es conocido como 
vectorización activa de fármacos (figura 1 C).  
 
Figura 1.  Representación de la acción de un fármaco a nivel sistémico y posterior 
vectorización al órgano afectado (Ramos-Cabrer y Campos, 2013). 
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En la actualidad, en la vectorización activa de fármacos a nivel cerebral, se está 
trabajando en el diseño de los denominados inmunoliposomas, utilizando un 
anticuerpo o fragmento del mismo como ligando, así como una vesícula lipídica 
como sistema transportador. El proceso de vectorización con este tipo de liposomas 
podría dividirse globalmente en dos fases: la primera en la cual las vesículas 
circulan desde su lugar de administración hasta llegar a la célula endotelial, y la 
segunda, o fase efectora, que incluye la unión específica del inmunoliposoma al 
receptor presente en las células receptoras y posterior liberación del contenido en 
el interior celular (figura 1 D) (Pinheiro y cols., 2011). 
Tras la internalización del fármaco en el lugar de la lesión, conseguimos que el 
tratamiento sea más efectivo y se reduzcan sus efectos secundarios (figura 1 E) 
(Ramos-Cabrer y Campos, 2013). 
Por tanto, este sistema de vectorización va a permitir que fármacos incapaces de 
atravesar la BHE, se unan a receptores específicos de las células endoteliales 
cerebrales y transporten el fármaco al interior del cerebro mediante endocitosis 
mediada por receptor (Sauer y cols., 2005; Schnyder y Huwyler, 2005; Pardridge, 
2018). 
1.2.1. Estructura de los inmunoliposomas 
Los inmunoliposomas están formados por liposomas conjugados con anticuerpos 
monoclonales. 
1.2.1.1. Liposomas 
Los liposomas como sistemas transportadores de fármacos suscitan un gran interés 
desde hace algunos años. La primera vez que se habló de liposomas fue en 1965, 
cuando Bangham y su equipo de investigación determinaron su carácter de 
membrana lipídica que encierra un determinado volumen, relacionándolo con las 
membranas biológicas (Veatch y Keller, 2005). 
Los liposomas son vesículas esféricas que contienen una o varias bicapas 
concéntricas de fosfolípidos, que encierran un compartimento acuoso.  
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Los componentes fundamentales de los liposomas son los fosfolípidos. Tienen la 
propiedad de adoptar espontáneamente la configuración en bicapas cuando se 
encuentran en un medio acuoso. Esta propiedad se debe a que los fosfolípidos son 
moléculas anfipáticas, es decir, poseen un extremo polar o hidrofílico que se orienta 
hacia la fase acuosa y un extremo no polar o hidrofóbico, que rechaza la fase acuosa 
y se orienta hacia el interior de la bicapa (Villasmil, 2010). 
Como se observa en la figura 2, la “cabeza” es polar o hidrofílica y está compuesta 
por un grupo fosfato funcionalizado y una molécula de glicerol esterificada con dos 
ácidos grasos que conforman la “cola” apolar e hidrofóbica. 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Representación gráfica de la estructura de un fosfolípido y disposición de la bicapa 
lipídica (http://web.usal.es/~rororo/pract2/paginas/composicion1.htm). 
Como se puede observar en la figura 3, las colas hidrofóbicas de los fosfolípidos 
forman las bicapas y los grupos polares se orientan hacia la cavidad acuosa interna 
y hacia la solución extravesicular. Así, los liposomas pueden contener una 
(unilaminares) o más bicapas (multilaminares) concéntricas. 
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Figura 3. Estructura de un liposoma 
(www.britannica.com/EBchecked/media/92244/Phospholipids.com). 
Según su tamaño y número de bicapas, los liposomas se clasifican en (figura 4): 
• Vesículas multilaminares (MLVs): compuestas por varias bicapas con un 
tamaño que oscila entre 100-1000 nm. 
• Vesículas unilaminares pequeñas (SUVs): compuestas por una única bicapa 
lipídica con un tamaño que oscila entre 20-100 nm. 
• Vesículas unilaminares grandes (LUVs): compuestas por una única bicapa 
con un tamaño superior a 100 nm. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Representación esquemática de los diferentes tipos de liposomas en función del 
tamaño y número de bicapas (http://www.medscape.com/viewarticle/ 752329_4). 
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1.2.1.2. Anticuerpos monoclonales 
Loa anticuerpos monoclononales (AMC) son versiones sintéticas de las proteínas 
del sistema inmune (anticuerpos), diseñadas para unirse a una estructura 
específica, en este caso, a los receptores que se encuentran en las células 
endoteliales de la BHE (Goding, 1986). 
Existen diversos tipos de inmunoglobulinas empleados en la vectorización de 
fármacos, pero en el presente trabajo se ha seleccionado la inmunoglobulina G (Ig 
G) como modelo de AMC (Hermanson, 2008). 
Ig G es una molécula tetramérica formada por dos cadenas pesadas (H) y dos 
cadenas ligeras (L) unidas mediante puentes disulfuro, dando a la molécula una 
característica estructura en forma de Y (Padlan, 1994). 
En la figura 5 se aprecia la estructura de la Ig G. Constituida por los brazos, 
denominados fragmentos Fab, están formados por la región variable (V) y la 
constante (C), siendo V la que le confiere especificidad de unión con el antígeno 
(Harlow y Lane, 1988). La base de la molécula, conocido como fragmento Fc, le 
confiere la antigenicidad y es responsable de que la molécula sea reconocida por 
otros componentes del sistema inmune (Hermanson, 2008).  
 
      
 
 
 
 
 
Figura 5. Estructura de la Ig G (Hermanson, 2008). 
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Este anticuerpo monoclonal, por un lado, se ancla a los fosfolípidos que conforman 
el liposoma, y por el otro extremo, reconocerán a un receptor específico de la 
enfermedad objeto del tratamiento, que se encuentra localizado en las células 
endoteliales de la BHE, permitiendo así el paso del fármaco que ejercerá su acción 
(Hermanson, 2008). 
1.2.2.  Funcionalización de liposomas 
Como se ha referido en apartados anteriores, las moléculas de gran tamaño, como 
proteínas, anticuerpos monoclonales o ARN, no pueden ser transportadas a través 
de la BHE. 
Los liposomas por sí solos tampoco van a poder alcanzar el sistema nervioso central. 
Sin embargo, anclando un liposoma con el fármaco encapsulado en su interior a un 
anticuerpo monoclonal, éste se unirá a un receptor específico de la BHE y así se 
conseguirá que el fármaco acceda al cerebro por transcitosis mediada por receptor 
(Pardridge, 2017). 
La vectorización activa de los liposomas a nivel cerebral se lleva a cabo 
generalmente tras la conjugación de ligandos a la superficie de los mismos, los 
cuales permiten una interacción específica con las células endoteliales de la BHE. 
Entre las distintas alternativas de ligandos, una de las más aceptadas en la 
actualidad consiste en el diseño de los denominados inmunoliposomas, utilizando 
un anticuerpo o fragmento del mismo como ligando, así como una vesícula lipídica 
como sistema transportador tanto para moléculas hidrófilas como lipófilas (Cózar-
Bernal y cols., 2012). 
El proceso de vectorización con este tipo de liposomas podría dividirse globalmente 
en dos fases: la primera en la cual las vesículas circulan desde su lugar de 
administración, que normalmente será la vía intravenosa, hasta llegar a la célula 
endotelial, y la segunda, o fase efectora, que incluye la unión específica del 
inmunoliposoma al receptor presente en las células receptoras y posterior 
liberación del contenido en el interior celular (Manjappa y cols., 2010). 
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En la primera etapa hay que evitar el proceso de opsonización, por el cual las 
opsoninas plasmáticas del sistema retículo-endotelial reconocen y fagocitan a los 
liposomas, siendo éstos rápidamente retirados de la circulación tras su 
administración intravenosa, como ya demostró Patel (1992) en sus investigaciones. 
La modificación superficial de los liposomas con polímeros hidrófilos como 
polietilenglicol (PEG) favorece la permanencia de las vesículas en circulación 
durante un tiempo más prolongado (Schnyder y Huwyler, 2005; Loureiro y cols., 
2015). 
En la segunda etapa de vectorización, se encuentran implicados anticuerpos 
monoclonales (AMC) denominados peptidomiméticos y experimentan un proceso 
de transporte mediado por receptor a través de la BHE. El anticuerpo monoclonal 
se une a un epitopo exofacial que se localiza sobre el receptor, y que es 
espacialmente eliminado del sitio de unión del ligando endógeno. Dicha unión 
permite al anticuerpo monoclonal ser transportado a través de la membrana 
cerebral, actuando el complejo formado (AMC-receptor) como un caballo de Troya 
molecular (MTH) que transporta cualquier fármaco o material genético 
incorporado (Visser y cols., 2005). 
 
  
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Representación de la tecnología Caballo de Troya Molecular 
(http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1471489206001172.htm). 
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En la figura 6 se representa gráficamente el fármaco (D) encapsulado en el liposoma. 
El “Caballo de Troya” (TH) se une a un receptor específico (R1) localizado en las 
células endoteliales de la BHE, alcanzando el receptor del cerebro (R2), donde 
ejercerá el efecto farmacológico deseado. Sin la tecnología del “Caballo de Troya”, el 
fármaco no es capaz de atravesar la membrana, por lo que no ejercerá su acción 
farmacológica en el cerebro (Shusta, 2007). 
Esta tecnología MTH (figura 7) se construye a partir de lípidos o fosfolípidos 
conjugados con cadenas de PEG dispuestas en la superficie de los liposomas, 
estabilizando e incrementando el tiempo de permanencia de los mismos en plasma. 
Una pequeña fracción de las moléculas de PEG (1 – 2%) porta un grupo funcional 
terminal de maleimida, el cual se encargará de la conjugación de la superficie del 
liposoma con los ligandos de vectorización tiolados. En este complejo sistema, el 
ligando actúa como el denominado “Caballo de Troya Molecular” y es direccionado 
hacia el transportador o receptor endógeno localizado en la BHE, como el de 
insulina o de transferrina (Pardridge, 2003; Zhang y cols., 2003; Boado, 2007; Boado 
y cols., 2007; Xia y cols., 2007).  
  Figura 7. Representación de la estructura química de Caballo de Troya Molecular (Ulbrich y 
cols., 2009). 
El grupo funcional maleimida se incluye porque permite la conjugación mediante 
enlaces covalentes de un anticuerpo monoclonal tiolado vía unión tioéter estable. 
Asimismo, la presencia de grupos sulfhidrilos en una molécula se considera como 
una interesante estrategia de funcionalización. Habitualmente, la frecuencia de 
estos grupos en anticuerpos o proteínas es escasa (o inexistente) comparado con 
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otros grupos funcionales como aminas o carboxilatos. El uso de entidades químicas 
reactivas con grupos sulfhidrilos puede modificar únicamente ciertos sitios dentro 
de una molécula diana. Dicha modificación incrementaría enormemente la 
capacidad de mantener la actividad tras la conjugación, especialmente en proteínas 
sensibles como enzimas (Boado, 2011).   
Para que el liposoma funcionalizado (figura 8) tenga la capacidad de atravesar la 
BHE y actuar a nivel cerebral, se deben anclar los grupos sulfhidrilo al anticuerpo 
monoclonal. Para ello, se hará reaccionar con un reactivo donador de grupos –SH 
como es la N-succinimidil-S-acetiltioacetato (SATA). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Representación de un liposoma tras anclar un anticuerpo monoclonal a su superficie 
preparado para su unión con receptores de la BHE (Boado y cols., 2011). 
El grupo éster NHS terminal de SATA reacciona con los grupos amino del anticuerpo 
monoclonal para formar una unión amida estable. La molécula modificada contiene 
entonces un grupo sulfhidrilo protegido que puede ser almacenado sin sufrir 
degradación. A continuación, este complejo puede ser desprotegido cuando se 
necesite para la siguiente reacción de conjugación, mediante la adición de un exceso 
de hidroxilamina (Torchilin y Weissig, 2007). 
Una vez desacetilado el complejo, se procederá a su incubación junto con los 
liposomas en una proporción determinada durante toda la noche a 4 ºC conjugando 
así el ligando con los liposomas para poder ser reconocidos y anclados a los 
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receptores de transferrina localizados en las células endoteliales de la BHE (Cózar-
Bernal y cols., 2012). 
1.2.3. Ventajas de los inmunoliposomas 
Como sistemas transportadores de fármacos, los liposomas son considerados 
sistemas de vectorización muy útiles, debido a su alta biodegradabilidad y a su 
ausencia de toxicidad. Además, parámetros como dimensiones, componentes y 
modificaciones que sufren en su estructura cuando se formulan con determinadas 
moléculas son fácilmente controlables (González-Rodríguez y cols., 2007; 2011).  
Otra ventaja adicional de estos sistemas lipídicos es la capacidad que tienen para 
encapsular grandes cantidades de agentes, tanto de naturaleza lipófila como 
hidrófila, así como la capacidad que presentan para aislar el fármaco del medio a su 
paso por el organismo, protegiéndolo de acciones enzimáticas. 
La mayor ventaja de los inmunoliposomas es la posibilidad de dirigir el fármaco al 
lugar deseado debido a la alta especificidad y afinidad que presenta el anticuerpo 
anclado en superficie por el antígeno, modificando la distribución del mismo en el 
organismo. De manera indirecta van a reducir los efectos secundarios de los mismos 
(Sauer, 2005). 
Otra de las ventajas del uso de esta tecnología es que la entrada del fármaco al 
cerebro no le confiere daño a la BHE, evitando así posibles efectos neuropatológicos 
crónicos y vasculopatías cerebrales que se originarían en caso de daño en la 
membrana (Sakamoto e Ido, 1993; Allen y Moase, 1996). 
1.2.4. Inconvenientes de los inmunoliposomas 
A pesar de las ventajas que ofrecen estos sistemas de administración de moléculas 
activas, los liposomas no están exentos de problemas, sobre todo los relacionados 
con la escasa estabilidad de las formulaciones. Los fosfolípidos que conforman los 
liposomas presentan una estructura estable, pero pueden autooxidarse. Esta 
peroxidación lipídica puede verse favorecida por la presencia de luz, metales y pH 
elevado. Por todo esto, una vez elaborados los liposomas deben mantenerse en 
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recipientes de color opaco y en condiciones de refrigeración (Clares-Naveros, 
2003). 
Los liposomas presentan una corta semivida biológica, ya que son rápidamente 
eliminados del organismo al ser reconocidos por las opsoninas de sistema retículo-
endotelial. Este problema puede solventarse con la incorporación de cadenas de 
polietilenglicol a la superficie del liposoma (Uster y cols., 1996). 
Uno de los grandes problemas que presenta esta innovadora tecnología es su coste, 
ya que supone un elevado gasto tanto en investigación como en su comercialización 
debido a los escasos estudios que hay hoy en día, aunque se ha comprobado que la 
relación coste-eficacia es bastante elevada. 
1.3. ACTUALIDAD EN LA APLICACIÓN DE INMUNOLIPOSOMAS 
Hoy en día, las enfermedades neurológicas suponen un gran problema a nivel 
médico, social y económico, debido al progresivo envejecimiento de la población. 
Por otra parte, el aumento de la esperanza de vida conlleva la aparición de 
patologías asociadas a la edad, como son las enfermedades neurodegenerativas, 
destacando la enfermedad de Parkinson o de Alzheimer. Otro enfoque para la 
administración de fármacos hacia el cerebro consiste en el desarrollo de la 
tecnología del “Caballo de Troya”, consistente en el uso de liposomas modificados 
unidos a anticuerpos de transferrina. Dado que las células endoteliales del cerebro 
expresan receptores de transferrina, esta estrategia es potencialmente aplicable al 
tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas (Spuch y Navarro, 2011).  
De Luca y cols. (2015) han desarrollado liposomas cargados con epigalocatequina-
3-galato, un antioxidante natural, funcionalizados con el anticuerpo anti-transferina 
OX26 y anti-sinucleína, como estrategia para cruzar la BHE en el tratamiento de la 
enfermedad de Parkinson. Los resultados demostraron como los inmunoliposomas 
diseñados favorecieron el acceso del fármaco al cerebro atravesando las células 
endoteliales cerebrales. 
Otra de las patologías que actualmente está en auge es el cáncer, la cual supone un 
gran reto en investigación, debido a los problemas que se plantean a la hora de 
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atacar exclusivamente a las células cancerígenas y reducir los efectos secundarios 
de los tratamientos quimioterápicos. Se están investigando cada vez más la eficacia 
de los tratamientos mediante el uso de terapias no invasivas, superando de este 
modo las limitaciones del fármaco para acceder hasta el tumor (Martínez-Bedoya, 
2012). Con esta finalidad se utilizan los liposomas en terapia antitumoral (Suzuki y 
cols., 2008). Se estudian como vehículos para el transporte de fármacos hacia los 
tumores y mediante el uso de inmunoliposomas se vectorizan los fármacos hacia los 
receptores tumorales. Asimismo, con los inmunoliposomas se consigue que el 
fármaco llegue a la célula tumoral en concentraciones citotóxicas y al mismo tiempo 
reduce los efectos secundarios, ya que no van a atacar a las células sanas (Allhenn y 
cols., 2012).
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El objetivo general que se persigue en el bloque I de la presente Tesis Doctoral 
consiste en desarrollar sistemas vesiculares funcionalizados para que, tras ser 
administrados por vía intravenosa, conseguir una vectorización selectiva del 
fármaco a nivel cerebral mediante un mecanismo de transporte activo basado en la 
tecnología del “Caballo de Troya Molecular”. Más específicamente, se propone el 
desarrollo de inmunoliposomas conjugados con una proteína modelo (Ig G-FITC) 
que permitan la liberación intracelular de las moléculas bioactivas en el cerebro. Se 
diseñarán prototipos de sistemas vesiculares con la capacidad de interaccionar y 
penetrar la barrera hematoencefálica.  
Para conseguir este propósito se plantearon los siguientes objetivos específicos:  
Objetivo 1. Obtener un lípido sintético maleimidofenil butiril fosfatidiletanolamina 
(PE-MPB) mediante la introducción del grupo funcional maleimida (SMPB).  
Objetivo 2. Diseñar y elaborar liposomas mediante la técnica TLE conteniendo en 
su formulación el fosfolípido sintetizado junto a otros fosfolípidos que, según una 
exhaustiva revisión bibliográfica, son los más adecuados para obtener liposomas 
capaces de atravesar la barrera hematoencefálica. 
Objetivo 3. Caracterizar los liposomas elaborados en cuanto a tamaño vesicular, 
índice de polidispersión, potencial zeta, y eficacia de acoplamiento Ig G-liposomas.  
Objetivo 4. Introducir grupos sulfhidrilo en la proteína (Ig G) para que sea efectiva 
la unión del liposoma a la proteína, constituyendo de esta forma el inmunoliposoma 
(liposoma-Ig G).  
Objetivo 5. Mejorar la estabilidad de los sistemas coloidales para que sean 
formulaciones estables en el tiempo y se conserven con las mismas características 
con las que fueron elaboradas manteniendo sus propiedades hasta el final.  
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Los materiales y equipos empleados en el presente bloque se encuentran 
desglosados en el Anexo I. 
Este trabajo de investigación se ha desarrollado en tres partes: 
3.1. ELABORACIÓN DE LIPOSOMAS Y MODIFICACIÓN SUPERFICIAL 
3.1.1. Síntesis de PE-MPB 
Como se ha referido en el apartado de introducción, el objetivo de este bloque es 
funcionalizar liposomas capaces de atravesar la BHE para así liberar el contenido 
de activo en su lugar de acción. Entre otras, una interesante estrategia para ello 
consiste en introducir grupos sulfhidrilo, ya que es escasa la presencia de estos 
grupos en anticuerpos o proteínas (Manjappa y cols., 2011). Para ello, fue necesario 
elaborar los liposomas con un lípido portador de un grupo maleimida. Este grupo 
funcional se incluye en la formulación de este tipo de vesículas porque va a permitir 
la conjugación de los liposomas a la proteína (Ig G) mediante un enlace tioéter 
irreversible, muy estable (Béduneau y cols., 2007). Este lípido va a ser sintetizado 
como primer objetivo de este trabajo. 
En primer lugar, se hizo reaccionar la L--fosfatidiletanolamina (PE) con el 
compuesto éster del ácido 4-(4-maleimidofenil) butírico N-hidroxisuccinimidil 
(SMPB), para obtener nuestro fosfolípido sintético PE-SMPB, tal como se recoge en 
la figura 9. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Síntesis de PE-MPB. 
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Para ello se prepararon dos soluciones, una de PE en cloroformo seco (1:100 v/v) y 
otra de SMPB (1:33 v/v) en metanol seco. Ambas se mezclaron y se añadieron 30 
mol (3 mg) de trietilamina (TEA) que actúa como catalizador de la reacción, siendo 
ésta la responsable de que se produzca más rápidamente.  
La mezcla se mantuvo en agitación durante aproximadamente 2 horas en atmósfera 
de nitrógeno controlada, impidiendo la entrada de oxígeno en el sistema. 
Transcurrido el tiempo, se comprobó que la reacción había finalizado, mediante 
cromatografía en capa fina (TLC). 
3.1.1.1. Secado de disolventes 
Para llevar a cabo la síntesis de MPB-PE es necesario utilizar cloroformo y metanol 
secos. Para obtener estos productos, se procedió al secado de los disolventes por 
rotaevaporación, mediante la cual se realiza una destilación a vacío, permitiendo la 
rápida evaporación del agua y recuperando en el matraz colector el cloroformo o 
metanol purificados. El procedimiento a seguir consistió en añadir cloroformo o 
metanol en el matraz de destilación con un poco de sílica, que contribuye a la 
absorción del agua de estos disolventes. El baño termostatizado se calentó a 60 ºC 
para desecar cloroformo y a 65 ºC para metanol con ayuda de una bomba de vacío 
hasta que no quedara disolvente alguno en el matraz de destilación. Una vez 
finalizado el proceso, se recogió el disolvente del matraz colector y se envasó en un 
recipiente hermético. 
3.1.1.2. Revelado de placas TLC 
El seguimiento de la síntesis de PE-MPB se llevó a cabo mediante cromatografía en 
capa fina (TLC, Thin layer chromatography), técnica que permitió estudiar cómo 
desaparecían los reactivos de la reacción a favor de la aparición del producto, o lo 
que es lo mismo, permite conocer cuándo ha finalizado el proceso de síntesis. 
La fase estacionaria estuvo constituida por una capa uniforme de un absorbente 
(sílica gel) superpuesta sobre una placa de aluminio que actúa como soporte. Esta 
placa cromatográfica, de naturaleza polar, será inmersa verticalmente en un 
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eluyente apolar, formado por la mezcla cloroformo/metanol/agua Milli-Q® en la 
proporción 65:25:4, constituyendo ésta la fase móvil. 
Se sembraron en la placa alícuotas de PE y SMPB como controles, y el lípido sintético 
PE-MPB, para determinar que la reacción de síntesis tuvo lugar. Posteriormente, se 
introdujo verticalmente dicha placa en el recipiente que contenía la fase móvil y se 
tapó para que el eluyente ascendiera por capilaridad (figura 10). Una vez que el 
eluyente había ascendido hasta la línea trazada en la parte superior, se extrajo del 
recipiente y se dejó secar. El revelado de las placas se llevó a cabo con una solución 
de molibdeno amónico (Martin y Papahadjopoulos, 1982). 
 
 
 
 
 
Figura 10. Representación de la cromatografía en capa fina en la que aparece una placa TLC 
(fase estacionaria) inmersa en el eluyente (fase móvil). 
(www.waters.com/waters/es_ES/HPLC/nav.10048919.locale=es_ES). 
La polaridad del compuesto con el que se trabaja es importante, ya que los 
compuestos más polares quedarán más retenidos puesto que se absorben más por 
la fase estacionaria, mientras que los no polares se eluyen con más facilidad. 
Si la reacción no tiene lugar completamente, se puede añadir más trietilamina, 
prolongando el tiempo en atmósfera de nitrógeno.  
Una vez completada la reacción (no queda PE libre en el medio), se procedió a 
evaporar la mezcla en rotavapor, eliminando de este modo los restos de disolventes 
y obteniendo así el nuevo lípido sintético seco. Posteriormente, este lípido se 
resuspendió en 500 L de cloroformo y se hizo pasar la solución por una columna 
de ácido silícico con el fin de eliminar los restos de TEA y obtener lípidos sintéticos 
purificados (Loughrey y cols., 1990). 
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3.1.1.3. Purificación de lípidos 
Para purificar los lípidos sintetizados, se recurrió a la cromatografía en columna 
mediante el uso de columnas de ácido silícico, ya que la cromatografía es una técnica 
de separación de compuestos, en la que los componentes de una mezcla pueden ser 
identificados o purificados.  
El objetivo de realizar este ensayo fue obtener lípidos sintéticos puros y eliminar  la 
TEA empleada. Así, la TEA queda retenida en la fase estacionaria y los lípidos puros 
eluyen con el disolvente. Esta técnica cromatográfica se empleó para separar la PE-
MPB de la TEA, ya que no es recomendable que este compuesto permanezca mucho 
tiempo en contacto con los lípidos (Loughrey y cols., 1990). 
El dispositivo desarrollado se detalla en la figura 11 y está constituido por una 
jeringa de plástico de 5 mL, que actúa como soporte de la fase estacionaria. Ésta fue 
sellada interiormente con lana de vidrio para que el contenido quede retenido. A 
continuación, se añadieron 5 mL de cloroformo y 2 g de ácido silícico muy 
lentamente, para que el sólido vaya cayendo por gravedad, evitando la formación de 
burbujas. Como resultado del proceso, se formó una especie de gel que constituye 
la fase estacionaria (Torchilin y cols., 2007). 
Con ayuda de otra jeringa, se añadió el eluyente, regulando su paso con la llave 1, de 
manera que hay un flujo constante entre el eluyente que va entrando en contacto 
con la fase estacionaria y el eluyente que va saliendo. 
 
  
 
 
 
 
Figura 11. Representación de la cromatografía en columna. 
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Una vez empacada la columna, se añadió el lípido sintetizado (PE-MPB) y 
posteriormente, se lavó con 4 mL de cloroformo.  
A continuación, y basándonos en referencias bibliográficas (Torchilin, 2007), se 
llevaron a cabo cuatro eluciones con distintas proporciones de cloroformo/metanol 
(4:0,25 (v/v), 4:0,5 (v/v), 4:0,75 (v/v) y 4:1 (v/v)), incrementando la polaridad 
sucesivamente, las cuales fueron recogidas en distintos viales. Éstos fueron 
revelados en placas TLC para localizar el lípido sintetizado que se utilizará 
posteriormente en la elaboración de los liposomas. 
3.1.2. Elaboración de liposomas 
Los liposomas fueron elaborados utilizando la técnica de evaporación en capa fina 
o método Bangham (TLE, Thin Layer Evaporation) obteniendo vesículas 
multilaminares. 
Para elaborarlos, se añadieron los siguientes componentes lipídicos: 
• Fosfatidilcolina de huevo (PC) 
• Colesterol 
• Fosfatidilglicerol de huevo (PG) 
• Maleimidofenil butiril fosfatidiletanolamina (PE-MPB) 
La relación molar utilizada de cada uno de los componentes fue 6,5:2,6:0,8:0,1 
habiéndose seleccionado ésta según recogimos de trabajos realizados por otros 
autores (Van Rooy y cols., 2011). 
Siguiendo la técnica de elaboración, en primer lugar, se procedió a la formación de 
la película lipídica. Para ello, se pesaron en un matraz de fondo redondo los 
componentes lipídicos (balanza de precisión, Explorer Pro) y se disolvieron en 8 mL 
de cloroformo, constituyendo la fase orgánica de los liposomas. 
Seguidamente, se procedió a su evaporación hasta crear una fina película lipídica. 
Este proceso se llevó a cabo en un rotavapor (Büchi rotavapor R-210 con Büchi 
Heating Bath B-491) a una temperatura de 58 ºC, temperatura superior a la 
temperatura de transición de los lípidos. Es necesario trabajar por encima de la 
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temperatura de transición de los lípidos porque, de lo contrario, la estructura de los 
fosfolípidos de membrana permanecería en estado cristalino, con lo que la bicapa 
no presentaría las características de rigidez e impermeabilidad necesarias para la 
encapsulación eficaz de los fármacos.  
El disolvente ha de eliminarse de forma homogénea en toda la superficie de la 
película, con el fin de evitar cristalizaciones de los componentes. 
La película obtenida se hidrató con la fase acuosa, como es lo habitual en todo 
proceso de elaboración de liposomas (Schinid y Thieme, 1989). En este caso, la fase 
acuosa estuvo constituida por una disolución de Rodamina B en Hepes (0,3 mg/mL). 
La Rodamina B se añadió en este estudio por ser un marcador fluorescente que 
permitirá observar la morfología de los liposomas en el microscopio de 
fluorescencia (figura 12). 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Imagen del rotavapor empleado en la preparación de liposomas. 
Una vez que la película fue hidratada, se sometió a 5 ciclos de agitación en vórtex 
durante 1 minuto intercalados con 5 minutos en baño termostatizado a 58 ºC hasta 
la obtención de un preparado de color rosáceo opalescente en el que se encuentran 
dispersos los liposomas. 
La realización de estos ciclos de vórtex da lugar a la reducción del tamaño medio de 
los liposomas (Villasmil y cols., 2011). Finalmente se conservaron a 4 ºC hasta su 
posterior uso. 
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3.1.2.1. Eliminación de rodamina no encapsulada 
Una vez elaborados los liposomas, se dejaron durante toda la noche en frigorífico a 
4 ºC. Transcurrido este tiempo, se procedió a eliminar la rodamina B que no ha sido 
encapsulada, mediante un proceso de diálisis. 
Para ello, se hidrató una membrana de diálisis MW 12-14,000 de unos 5 cm de 
longitud en tampón fosfato pH 7,6 durante 30 minutos. En su interior se introducen 
los liposomas sintetizados y se depositan en tampón fosfato pH 7,6 manteniéndose 
en agitación magnética a 4 ºC durante toda la noche. Es necesario realizar este 
proceso en frío con el fin de que las vesículas se vuelvan rígidas y evitar que se libere 
el fármaco de su interior. 
Al finalizar el ensayo se observó el medio de color rosado (figura 13) debido a la 
rodamina no encapsulada que migra hacia el exterior. 
 
 
 
 
 
Figura 13. Representación de la rodamina no encapsulada expulsada de la membrana 
(izquierda) y representación de la membrana de diálisis que contiene los liposomas (derecha). 
3.1.3 Extrusión de liposomas 
Las vesículas multilaminares obtenidas tras la eliminación de la rodamina no 
encapsulada se sometieron a un proceso de extrusión con la finalidad de reducir el 
tamaño de los liposomas, así como obtener una distribución de tamaños 
homogénea.  
El proceso se realizó empleando un extrusor LIPEXTM Thermobarrel Extruder, 
(figura 14), que es un dispositivo de acero inoxidable que emplea nitrógeno para 
aplicar presiones moderadas (generalmente 100 - 800 psi), forzando de esta forma 
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el paso de las vesículas a través de filtros de policarbonato de tamaño de poro 
definido. La presión empleada fue de 600 psi y se utilizaron filtros de policarbonato 
de 0,8 µm y 0,4 µm, a través de los cuales se hizo pasar la muestra 3 veces por cada 
uno de ellos. 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Imagen del extrusor Lipex® Thermobarrel. 
Este equipo dispone de adaptadores que permiten conectarlo a un sistema de 
recirculación de agua termostatizada mediante una bomba peristáltica (Rainin 
Dynamax RP-1), que permite trabajar a 60 ºC, posibilitando la extrusión de lípidos 
con temperaturas de transición de fase (gel - líquido cristalino) superiores a la 
temperatura ambiente, ya que los lípidos en estado de gel no extruirían.  
3.1.4. Caracterización de liposomas 
3.1.4.1. Tamaño de los liposomas 
El tamaño de las vesículas se determinó por espectroscopía de correlación fotónica. 
Esta técnica analiza la intensidad de la luz dispersada en intervalos de tiempo de 
milisegundos, de forma que es el movimiento browniano de las partículas el que 
origina la amplitud del espectro, la cual está relacionada con el tamaño y la forma 
de las partículas. También denominada Dynamic Light Scattering, esta técnica 
permite calcular el radio hidrodinámico de las partículas suspendidas o 
dispersadas, y su índice de polidispersión, el cual es indicativo de la distribución de 
tamaños presentada por la muestra. El equipo utilizado fue un Zetasizer Nano ZS 
(Malvern Instruments). 
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El índice de polidispersión (IP) es un parámetro que hace referencia a la 
homogeneidad/heterogeneidad de la muestra analizada, con respecto a sus 
dimensiones. Representa una medida de la diferencia del tamaño que suele tener la 
mayoría de los liposomas analizados en función de su diámetro medio. En la 
práctica, cuanto mayor es el IP, mayor será la diferencia entre el tamaño medio de 
la población de liposomas analizada y, por tanto, más heterogéneas serán las 
vesículas. Así, un valor elevado de IP (0,8 - 1) es indicativo de una muestra 
heterogénea, mientras que un valor bajo de IP (< 0,2) indicará una elevada 
homogeneidad de las vesículas en cuanto a sus dimensiones.  
Las medidas se efectuaron por triplicado. Para ello, las muestras de liposomas a 
analizar fueron diluidas con tampón Hepes pH 7,4 en una proporción 1:20. 
3.1.4.2. Carga superficial de los liposomas 
Las propiedades eléctricas de la superficie de los liposomas pueden tener gran 
influencia sobre la estabilidad física de la dispersión coloidal, durante su 
almacenamiento y en su posterior interacción con las células. 
El potencial zeta () es una medida de la carga que rodea a las partículas en 
suspensión. La movilidad electroforética refleja el grado de movimiento de coloides 
en dispersión bajo la influencia de un potencial eléctrico aplicado a través de ella y 
expresa la carga neta efectiva sobre la superficie de las vesículas.  
Este parámetro resulta de especial interés en los preparados coloidales, ya que 
constituyen un importante indicador de la estabilidad física de la dispersión. Según 
la teoría DLVO, un sistema será estable en una solución electrolítica simple cuando 
las fuerzas de repulsión entre dos partículas sean mayores a sus fuerzas de 
atracción de Van der Waals.  
Para determinar la carga superficial de los liposomas, se introdujeron 3 mL de la 
dispersión liposomal en un equipo Zetasizer Nano ZS, donde se calculó el potencial 
zeta () a partir de la movilidad electroforética (), empleando la ecuación de 
Smoluchowsky (Bertolotto y cols., 2006): 
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      = /                                                         
donde  es la viscosidad del medio y  la constante dieléctrica. 
La dispersión de liposomas atraviesa una serie de canalículos hasta el interior de 
una célula fotoeléctrica en donde se soporta una diferencia de potencial. Allí, los 
liposomas migran hasta el electrodo de carga opuesta. La velocidad de migración de 
las vesículas se calcula en función de la variación de la frecuencia de la luz de un 
rayo láser que difracta al chocar con los liposomas en movimiento por el campo 
eléctrico (movilidad electroforética). 
El equipo cuenta con un software de control que permite crear un entorno de 
trabajo personalizado donde se definen las variables de control (presión de aire en 
bar, porcentaje de vibración de la bandeja, etc.) para cada tipo de ensayo. 
Las medidas han sido realizadas a una dispersión de liposomas tampón Hepes pH 
7,4 (1:20) por triplicado.  
3.1.4.3.  Análisis morfológico  
Para verificar la formación de los liposomas e identificar su estructura, las muestras 
obtenidas se observaron utilizando un microscopio óptico Olympus BH-2. Para ello, 
la dispersión de los liposomas obtenidos se observa con el objetivo de 40x, 
regulando la intensidad de la luz, la potencia de aumento del objetivo y la distancia 
del objetivo a la muestra.  
Además, para observar la morfología, los liposomas se marcaron con rodamina, que 
al tener propiedades fluorescentes permitían su visualización con el microscopio de 
fluorescencia. El equipo utilizado fue una unidad Olympus BX61 equipada con 4 
láseres Kriptón/ Helio-Neón rojo/ Helio-Neón verde y diodo. Presenta una óptica 
de 4x, 10x, 20x y 40x. El software Olympus Fluoview permite la obtención y el 
procesamiento de las imágenes. El programa DPController controla la cámara CCD 
acoplada al microscopio para tomar microfotografías por epifluorescencia, de 
campo claro, o DIC.  
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Para estudiar la muestra, se preparó una dilución 1:3 y se colocó en un portaobjetos 
al que previamente se le añadió una fina capa de una sustancia fijadora para que al 
observar la imagen los liposomas no se muevan y dificulten la toma de la fotografía. 
Se cubre con un cubreobjetos y se sella con laca con el fin de evitar el 
desplazamiento de los liposomas en el medio acuoso y facilitar su observación.  
3.1.5. Método Stewart  
Este método se utiliza para la determinación de fosfolípidos y permite cuantificar la 
cantidad de fosfolípidos (PE y PE-MPB) que se mantienen en la formulación tras 
todos los procesos realizados. 
Los fosfolípidos tienen la capacidad de formar un complejo con el ferrotiocianato 
amónico. Este método tiene la ventaja de que no interfieren los fosfatos inorgánicos 
y es inactivo frente al fosfatidilglicerol. 
Para llevar a cabo este ensayo, se prepararon una solución de ferrotiocianato 
amónico 0,1 M y una solución estándar de 0,1 mg/mL de fosfatidiletanolamina en 
cloroformo. A partir de ellos se preparó una recta patrón según la tabla 1. Las 
muestras se centrifugan durante 5 minutos, a 1000 rpm y 25 ºC, y se determinó la 
absorbancia del sobrenadante a 464 nm. 
La determinación de la concentración de fosfolípidos en la muestra problema, se 
realizó añadiendo 3,8 mL de cloroformo y 4 mL de ferrotiocianato a una alícuota de 
liposomas, centrifugándose a continuación y determinando el valor de absorbancia. 
Una vez medida la absorbancia de la muestra problema, se interpoló ese valor en la 
recta patrón obteniendo así los mg de fosfolípidos presentes en los liposomas 
elaborados. 
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Tabla 1. Composición de las soluciones para diseñar la recta patrón del método Stewart. 
3.2. TIOLACIÓN DE LA PROTEÍNA CON SATA 
La presencia de grupos sulfhidrilo en una molécula es considerada una interesante 
estrategia de funcionalización por la escasa presencia de estos grupos en 
anticuerpos o proteínas. Además, esta modificación incrementa la capacidad de 
mantener la actividad tras la conjugación (Manjappa y cols., 2011). 
En el apartado correspondiente a la síntesis de PE-MPB, se ha incluido el grupo 
funcional maleimida en la formulación de liposomas mediante su unión a la 
fosfatidiletanolamina porque va a hacer posible la conjugación del liposoma con un 
anticuerpo tiolado mediante enlace tioéter (Cózar-Bernal y cols., 2012; 2015). 
Por tanto, una vez elaborados los liposomas con el fosfolípido sintetizado portador 
del grupo funcional maleimida, se procedió a la tiolación del anticuerpo monoclonal, 
en este caso una inmunoglobulina G-FITC (Ig G-FITC).  
La tiolación se utiliza para unir proteínas (anticuerpos monoclonales) a los 
liposomas mediante grupos sulfhidrilo. Estos grupos sulfhidrilo pueden añadirse a 
Tubo Nº 
V (mL) 
estándar 
V (mL) 
cloroformo 
V (mL) 
ferrotiocianato 
0 0,0 4 4 
1 0,2 3,8 4 
2 0,4 3,6 4 
3 0,8 3,2 4 
4 1,2 2,8 4 
5 1,6 2,4 4 
6 2 2 4 
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la proteína externamente, aportando grupos reactivos extra en la molécula. Sin 
embargo, si la proteína posee puentes disulfuro endógenos, se pueden utilizar como 
precursores de los grupos sulfhidrilo necesarios para la reacción de tiolación, que 
es lo que ocurre con Ig G (Torchilin y cols., 2007). 
Un reactivo versátil para introducir grupos sulfhidrilo en proteínas es el éster del 
ácido S-acetiltioglicólico N-hidroxisuccinamida (SATA). Como se puede observar en 
la figura 15, el grupo éster NHS terminal de SATA reacciona con el grupo amino del 
anticuerpo monoclonal para formar una unión amida estable. La molécula 
modificada contiene un grupo sulfhidrilo protegido que puede ser almacenado sin 
sufrir degradación (Duncan y cols., 1983; Cózar-Bernal y cols., 2015). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Representación de la reacción de tiolación del anticuerpo monoclonal. 
Para proceder a la tiolación de la proteína, se añadió una disolución de SATA en DMF 
(25 mg/mL) a una disolución de Ig G-FITC en tampón fosfato pH 7,6 (5 mg/mL) en 
una relación molar mínima 1:4 Ig G-FITC:SATA, manteniéndolo en agitación y en 
atmósfera de nitrógeno durante 40 minutos aproximadamente. Los grupos 
sulfhidrilos son susceptibles de oxidarse y formar puentes disulfuro. Para prevenir 
estas uniones entre grupos azufre, es necesario eliminar el oxígeno e intercambiarlo 
por gas nitrógeno (Hermanson, 2008).  
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3.2.1. Purificación de la proteína tiolada y almacenamiento 
Una vez se ha producido la reacción, se procedió a eliminar el SATA remanente sin 
reaccionar. Para ello, se introdujo la solución en una membrana de diálisis MW 12-
14,000 previamente hidratada y se cerró herméticamente con dos pinzas, siguiendo 
el mismo procedimiento al descrito en el apartado 2.1.2.1 de la presente memoria.  
El sistema se introdujo en un vaso de precipitado con tampón fosfato pH 7,6 como 
medio receptor y se mantuvo en agitación magnética a 4 ºC durante toda la noche. 
Al día siguiente se extrajo el contenido de la membrana de diálisis y se eliminó el 
medio en el que estaba disuelto, procediendo finalmente al liofilizado de la proteína 
en un liofilizador Telstar Cryodos -80. La proteína liofilizada se almacenó a -20 ºC 
hasta su uso. 
3.2.2. Eficacia de tiolación: método Ellmann 
Este método se empleó para cuantificar la eficacia de tiolación de la proteína, en este 
caso, Ig G-FITC. La reacción de acoplamiento se cuantificó utilizando el conocido 
reactivo de Ellmann (RES), también denominado DTNB (5,5´-ditiobis(ácido 2-
nitrobenzoico), que es un compuesto soluble en agua que se utiliza para cuantificar 
los grupos sulfhidrilo libres existentes en una disolución. Este reactivo reacciona 
con los grupos sulfhidrilo libres para dar una mezcla de 2-nitro-5-tiobenzoico 
(TNB), en forma de ácido y como disulfuro. 
El TNB es un compuesto coloreado que presenta un coeficiente de extinción molar 
elevado en el rango del visible (14150 M-1 a 412 nm, pH 8,0), por lo que se podrá 
cuantificar por espectrofotometría UV-visible (Agilent 8453). 
Para determinar la eficacia de tiolación se prepararon una solución tampón RB y 
una solución del reactivo Ellmann. Como muestra control se preparó una solución 
que contenía 50 L de RES junto a 2,75 mL de tampón RB. La muestra problema se 
preparó añadiendo 250 L de la IgG-FITC tiolada a 50 L de RES y 2,5 mL de tampón 
RB. Las muestras se dejaron incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos. 
Previo a esta etapa, es necesario desproteger los grupos sulfhidrilo de la proteína 
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para que sea posible la conjugación (este proceso será detallado en los siguientes 
apartados.  
Para calcular la concentración de grupos sulfhidrilo en la muestra se aplicó la 
siguiente ecuación: 
C= Abs/*l 
siendo  el coeficiente de extinción molar (14150 M-1 cm-1), C la concentración (M) 
y l la anchura de la celda (cm). Las medidas se realizaron a 412 nm. 
3.3. CONJUGACIÓN DE LA PROTEÍNA AL LIPOSOMA 
Una vez modificada la superficie de los liposomas introduciéndole el grupo 
funcional maleimida con la modificación del lípido y se ha tiolado el anticuerpo 
monoclonal, se procedió a desproteger los grupos sulfhidrilo de la proteína para que 
fuera posible la conjugación de ambas partes. De esta manera, se obtuvo el liposoma 
funcionalizado listo para reconocer un receptor localizado en la BHE y ejercer su 
acción farmacológica (figura 16). 
La síntesis de estos fosfolípidos funcionalizados se trata de un proceso algo tedioso, 
ya que sólo un porcentaje de los grupos funcionales expuestos a la superficie de los 
liposomas está disponible para el acoplamiento de moléculas al ligando (Martin y 
Health, 1990). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Representación esquemática de la reacción de conjugación del liposoma 
funcionalizado con maleimida al anticuerpo tiolado. 
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3.3.1. Desprotección de los grupos sulfhidrilo 
Cuando se modifica la proteína con el reactivo SATA, los grupos sulfhidrilo van a 
estar protegidos con el fin de evitar su degradación. Para que sea posible la 
conjugación de liposomas con el anticuerpo monoclonal, es necesario desproteger 
estos grupos funcionales de la Ig G-FITC para que queden libres y puedan anclarse 
a los liposomas. 
En este caso, el átomo de azufre no se introduce como un enlace disulfuro, sino como 
un tioéster, que se puede desbloquear con hidroxilamina, como se muestra en la 
figura 17. Como la presencia de hidroxilamina no compite con la formación de 
dichos puentes, no es necesario retirar este compuesto del preparado antes de 
añadir la proteína a los liposomas (Manjappa y cols., 2011). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Desprotección de grupos sulfhidrilos presentes en la proteína tiolada con exceso de 
hidroxilamina. 
Para desproteger los grupos sulfhidrilo que derivará en la conjugación, se 
reconstituyeron 2 mg de Ig G-FITC liofilizada en tampón fosfato pH 7,6 y se 
añadieron 10 L de hidroxilamina 0,1 M. Para generar los grupos sulfhidrilo en una 
relación molar SH/proteína 3/1, se incuban a temperatura ambiente durante 45 
minutos en atmósfera de nitrógeno. Posteriormente, se añadieron 100 L de 
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liposomas funcionalizados y se dejó en agitación durante toda la noche bajo 
atmósfera de nitrógeno. 
Una vez llegado a este punto, se procedió a caracterizar el complejo sistema 
sintetizado, con el fin de verificar su correcta formación. 
Así, se estudiará la eficacia del acoplamiento Ig G-liposomas mediante técnicas de 
IR, microanálisis de azufre (S) y microscopía de barrido láser confocal. 
3.3.2. Microscopía de barrido láser confocal (CLSM) 
El microscopio confocal de barrido se basa en la obtención de imágenes utilizando 
el fenómeno de fluorescencia. Éste fenómeno es idéntico al explicado en el apartado 
2.1.4.3 pero, además, permite capturar planos ópticos de la muestra, de forma que 
se pueda hacer una reconstrucción tridimensional de la misma 
(www.cnb.csic.es/fotonica/Diferencias.htm). 
Para poder observar la morfología de los liposomas obtenidos por TLE, se procedió 
al marcaje de los mismos con rodamina, añadiéndola en la fase acuosa de las 
vesículas. Para observar la eficacia de acoplamiento del anticuerpo monoclonal al 
liposoma, se empleó una inmunoglobulina G unida al fluorocromo isotiocianato de 
fluoresceína (FITC) que presenta fluorescencia y se comporta como una luz 
microscópica.  
Para estudiar la muestra, los inmunoliposomas liofilizados se reconstituyeron 
diluyendo la dispersión en Hepes (1:10 v/v). El preparado resultante se colocó en 
un portaobjetos cubierto con un cubreobjetos y sellado con laca para minimizar el 
movimiento de las vesículas en el medio acuoso y facilitar su observación. 
Finalmente, se observó al microscopio en los 3 planos espaciales x, y, z. 
El equipo utilizado para estudiar la morfología de estos sistemas vesiculares y la 
eficacia de encapsulación fue una unidad Leica TCS SP equipada con láser Kripton-
Argón-Helio/Neón montada sobre un microscopio invertido Leica Lens con 
magnificaciones de 10, 20 y 40x, así como un objetivo de inmersión HCX PLAN APO 
Leica Lens (0.85 multi-inmersion objective) que proporciona una magnificación 
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óptica de 63 y 100x. Para lograr la excitación de la sonda fluorescente se utilizó la 
línea de excitación 494 nm para FITC y 540 nm para la rodamina, produciéndose la 
emisión de la señal a 520 nm en el caso de FITC y 570 nm para la rodamina (Shaner 
y cols., 2004). 
Las imágenes se obtuvieron utilizando los canales de fluorescencia y de luz 
transmitida. La magnificación óptica del equipo puede ser ampliada mediante un 
zoom electrónico, que fue utilizado cuando el tamaño de la muestra así lo aconseja. 
El zoom electrónico rinde magnificaciones de hasta 32x sobre la máxima 
magnificación óptica. 
3.3.3. Espectroscopía de infrarrojo (IR) 
Este tipo de espectroscopía se basa en la absorción de la radiación infrarroja por las 
moléculas en vibración. En una molécula, todos los átomos vibran alrededor de la 
distancia interatómica media.  
Esta técnica se aplica de forma cualitativa para la identificación de determinados 
grupos funcionales de nuestra molécula que presentará bandas características en 
determinadas regiones del espectro. 
Para preparar la muestra, se elaboró una pastilla de KBr. Para ello, se mezcla 
perfectamente un miligramo de los liposomas liofilizados finamente pulverizados, 
con aproximadamente 100-300 mg de KBr en polvo. La mezcla se homogeneizó en 
un mortero. Posteriormente, se presionó la mezcla en un troquel especial entre 700 
y 1000 kg/cm2 hasta obtener un disco transparente. A continuación, el disco se 
colocó en la trayectoria del haz del instrumento para su examen espectroscópico. 
En este caso, el equipo empleado ha sido un Jasco FT/IR-6200 IRT-5000.  
3.3.4. Microanálisis de azufre 
El análisis elemental es una técnica instrumental que es capaz de proporcionar el 
contenido de carbono, nitrógeno, hidrógeno y azufre presente en una muestra 
homogénea. Esta técnica se basa en la oxidación completa de la muestra, que tiene 
lugar a 1000 ºC en oxígeno puro. Los productos que resultan de la combustión son 
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separados y analizados de diferente manera según el equipo empleado (Harris, 
2001).  
El resultado final es la cantidad de C, H, N y S que contiene la muestra expresada en 
porcentaje respecto a su peso total. 
El equipo empleado fue un analizador elemental de C, H, N y S Leco CNHS-932, que 
cuenta con detectores independientes de IR de estado sólido no dispersivo para C, 
H y S y de conductividad térmica para N. Presenta un automuestreador automático 
para 50 muestras y PC interno de control con pantalla Touchscreen.  
El tiempo de análisis son unos 3 minutos y el tamaño de la muestra debe ser unos 2 
mg. 
En este caso, se ha determinado el porcentaje de azufre presente en los 
inmunoliposomas, que ha permitido estimar la eficacia de acoplamiento entre la Ig 
G y la PE de los liposomas. Para ello, se sometieron a combustión muestras de 2 mg 
de PE libre liofilizada y 2 mg de inmunoliposomas con la Ig G anclada en el Leco 
CNHS-932 para obtener  el porcentaje de azufre presente en cada una de ellas. 
 3.3.5. Estabilidad de los inmunoliposomas 
Los inmunoliposomas usados como sistemas transportadores de fármacos deben 
ser estables durante periodos suficientemente largos de tiempo que, como mínimo, 
han de ser 2 años, como cualquier producto farmacológico (Winden y cols., 1998). 
Una estrategia para optimizar la estabilidad de estas formulaciones durante su 
almacenamiento es la liofilización. El uso de la liofilización para aumentar la 
estabilidad de los liposomas se basa en dos consideraciones: 
• El eliminar el agua de las muestras va a prevenir la hidrólisis de los 
liposomas, que es uno de los mecanismos de degradación más importante 
de este tipo de formulaciones. 
• Otros procesos fisicoquímicos de degradación se van a ver retardados por 
la baja movilidad molecular del liofilizado (Zuidam y cols., 2007). 
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El objetivo de esta fase del estudio fue analizar si los inmunoliposomas eran 
resistentes a la liofilización. Para ello, tras planificar ensayos previos con muestras 
de liposomas blanco, se prepararon a continuación dos lotes de liposomas; uno de 
ellos se formuló introduciendo crioprotector en la fase acuosa y el otro se elaboró 
por el método tradicional y una vez constituidos, se le añadió el crioprotector. Como 
es bien sabido, los crioprotectores son unas sustancias que separan las vesículas 
cuando se congelan, formando una matriz amorfa. Así, previenen la fusión de las 
vesículas e inhiben el daño que pueda producir la cristalización del agua o las sales. 
La trehalosa ha demostrado ser el crioprotector más eficaz a la hora de inhibir el 
crecimiento de partículas de liposomas durante el proceso de liofilizado 
(Chaudhurya y cols., 2011). Por ello, se procedió a añadir trehalosa dihidrato (Fluka, 
USA) al 20% p/v como crioprotector, en una proporción liposoma/crioprotector 
1:5. 
Ambos lotes fueron congelados en nitrógeno líquido y, a continuación, se 
introdujeron en liofilizador VirTis BenchTop 2K a -57 ºC y 1 mtorr de presión. Se 
dejaron durante 24 horas en el liofilizador y transcurrido ese tiempo, se observaron 
los lotes al microscopio óptico. 
En caso de obtener resultados favorables tras su visualización al microscopio, se 
procedería a aplicar la misma técnica sobre los liposomas de rodamina anclados al 
anticuerpo monoclonal.   
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4.1. ELABORACIÓN Y MODIFICACIÓN DE LA SUPERFICIE DE LOS LIPOSOMAS 
4.1.1. Estrategias para modificar la superficie de los liposomas 
El objetivo principal de este bloque ha sido anclar una proteína modelo 
(inmunoglobulina G) en la superficie de los liposomas. Como se ha visto en el 
apartado 2.1.1. de Materiales y Métodos, el primer paso para logar el objetivo ha 
sido elaborar liposomas funcionalizados capaces de reaccionar con un grupo tiol de 
la proteína (figura 18). Estos lípidos pueden ser funcionalizados por distintos 
mecanismos, siendo los más comunes la reacción con el grupo reactivo éster del 
ácido 4-(4-maleimidofenil) butírico N-hidroxisuccinimida (SMPB) o con el grupo 
reactivo N-succinimidilpiridilditiopropionato (SPDP) (Hansen y cols., 1995; 
Torchilin, 2007; Manjappa y cols., 2011). 
Figura 18. Comparación entre SMPB y SPDP. Esta figura muestra las diferencias en la 
reacción y en el tipo de unión que se forma entre PE-MPB y PE-PDP. 
Existen diferencias en cuanto al uso de uno u otro compuesto, aunque ambos 
métodos son similares en el número de etapas. El resultado de emplear SPDP como 
grupo reactivo es la formación de un acoplamiento reversible del liposoma con la 
proteína mediante puente disulfuro, mientras que en el caso de emplear SMPB como 
grupo reactivo, se forma una unión irreversible mediante enlace tioéter (Torchilin 
y cols., 2007). 
Vesícula PE-PDP 
Vesícula PE-MPB 
Vesícula-IgG 
2-triopiridona 
Vesícula-IgG 
-
Ac 
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El acoplamiento PDP-PE ocurre de forma muy rápida, así como su posterior unión 
a la proteína tiolada, que transcurre de manera eficiente. Esta reacción puede tener 
lugar en un intervalo de pH comprendido entre 6,0-8,0. Por el contrario, la 
conjugación con MPB debe tener lugar en un intervalo más estrecho de pH (6,5-6,8), 
como postulan algunos autores (Ansell y cols., 2000). 
Sin embargo, la unión disulfuro formada en el acoplamiento PDP-PE es reversible y, 
por tanto, más fácil de romper el enlace en presencia de tioles como el glutatión, el 
cual está presente en elevada concentración en los tejidos biológicos (Manjappa y 
cols., 2011). Por otro lado, cuando la reacción tiene lugar con MPB, se forma un 
enlace tioéter muy estable en un medio biológico (Beduneau y cols., 2007). 
Teniendo en cuenta las ventajas que presenta el uso de SMPB frente al SPDP, se optó 
por trabajar con el grupo reactivo SMPB, para así tener la seguridad de que la 
molécula será estable una vez se encuentre en presencia de cualquier medio 
biológico. 
4.1.2. Síntesis de PE-MPB 
La elaboración del lípido sintético PE-MPB se llevó a cabo siguiendo el 
procedimiento explicado en el apartado 2.1.1. de Materiales y Métodos. 
Posteriormente, se procedió a chequear el progreso de la reacción mediante el uso 
de placas TLC para comprobar que la reacción había ocurrido de manera 
satisfactoria. 
Una vez revelada la placa TLC, se observó que la mancha correspondiente al lípido 
derivado (PE-MPB) eluyó más rápidamente que la de PE libre, de acuerdo con 
estudios previos (Loughrey y cols., 1990). 
En el revelado de las placas TLC, tras 2 horas de reacción, se observó la aparición de 
dos manchas (figura 19 A), la superior correspondiente al producto derivado y la 
inferior a la PE libre que aún quedaba sin reaccionar con el SMPB. Se dejó 
reaccionando durante una hora más y se añadieron 4,2 L de trietilamina (figura 19 
B), volviéndose a obtener dos manchas, aunque, como puede observarse, la 
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correspondiente a la PE libre es más tenue que en la figura anterior, indicando que 
queda menos PE libre sin reaccionar. Una vez añadidos nuevamente 4,2 L de la 
amina y tras una hora más de reacción, se observó finalmente una única mancha 
(figura 19 C), correspondiente al lípido sintetizado PE-MPB, aunque se puede 
observar una ligera mancha que podría indicar que una cantidad insignificante de 
PE libre ha quedado sin reaccionar.  
Figura 19. Progreso de síntesis PE-MPB a distintos tiempos. A: 2 horas; B: 3 horas; C: 4 horas. 
Para asegurar que la reacción ha tenido lugar y que las manchas reveladas 
corresponden al lípido sintetizado, se procedió al sembrado en una placa con PE, 
SMPB y PE-MPB como control, a modo confirmatorio de que la síntesis transcurre 
correctamente (figura 20). 
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Figura 20. Representación en placa TLC de PE, SMPB y PE-MPB. 
En esta imagen se observa que la mancha correspondiente a PE-MPB ha recorrido 
más camino que la de PE libre, confirmando así lo expuesto por autores como 
Torchilin y cols. (2007). Por su parte, SMPB no se localiza con el revelador empleado 
para la determinación de grupos fosfatos seleccionado. 
Esto confirma los resultados reflejados en la figura 19, donde aparecían las 2 
manchas correspondientes a los 2 compuestos, uno aparece a la altura de PE libre y 
la otra a la de PE-MPB. 
Una vez que la reacción se ha producido por completo, el lípido sintetizado PE-MPB 
se sometió a filtración en columna, pasando por una columna de ácido silícico para 
obtener el producto purificado, proceso explicado en el apartado 2.1.1.3. de 
Materiales y Métodos de la presente memoria. El objetivo de esta purificación es 
retirar los restos de TEA que se añadieron, ya que el contacto de TEA con los lípidos 
durante un tiempo prolongado puede producir la hidrólisis de los enlaces éster 
(Torchilin y cols., 2007). 
En total se recogieron 14 viales de los cuales se tomó una muestra de cada uno de 
ellos para revelar en placas de TLC y localizar en cuáles se encontraba recogido el 
lípido sintético (figura 21). Se observa la presencia de lípidos en los viales 1, 2, 7, 8, 
9, 10, 11, 12 y 14. Posteriormente, se unieron todas las fracciones que contengan el 
lípido sintético y se procede a concentrar en rotavapor para eliminar los restos de 
cloroformo. 
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Así se recuperó finalmente el producto, PE-MPB sintetizado y puro para proceder a 
la elaboración de los liposomas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21. Representación de las 14 placas TLC correspondientes a cada uno de los viales 
obtenidos tras el proceso de purificación del lípido. 
Se pudo comprobar que en los primeros 4 viales en los que aparecían revelados, se 
apreciaban 2 manchas, indicativas de la presencia de PE libre que aún no ha 
reaccionado; no obstante, igualmente se unió el contenido de esos viales para 
posteriormente elaborar los liposomas. De esta forma, PE entra a formar parte de 
los lípidos que constituyen la membrana de los liposomas, aunque no tenga 
capacidad para anclar el anticuerpo. 
Para confirmar la retención de la TEA en las columnas de ácido silícico y, por tanto, 
la pureza del lípido derivado PE-MPB, se realizó un análisis con fenolftaleína, 
indicador de pH que en solución ácida permanece incoloro y en presencia de bases 
adquiere un color rosado (Gennaro y Alfonso, 2003). Por su parte, la TEA, al ser un 
compuesto de carácter básico, en caso de quedar restos en la muestra analizada, el 
color viraría a rosado. En nuestro caso, tras añadir la fenolftaleína, el compuesto no 
cambió de color, concluyendo así que la columna ha realizado su función con éxito 
y se han obtenido lípidos sintéticos puros. 
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4.1.3. Caracterización de los liposomas 
4.1.3.1. Tamaño de los liposomas 
Una vez elaborados los liposomas, se realizó la caracterización de los mismos tanto 
de las vesículas sin extruir como las sometidas al proceso de extrusión.  
Esto se realizó mediante la determinación del tamaño y el IP. Los valores se recogen 
en la tabla 2. 
 
Tamaño (nm) ± SD IP ± SD 
SE 958,60  90,30 0,21  0,18 
E 309,40  1,23 0,14  0,08 
Tabla 2. Tamaño vesicular e índice de polidispersión (IP), lote extruido (E) y sin extruir (SE). 
Respecto a la distribución del tamaño vesicular, se observa una clara diferencia 
entre los liposomas extruidos y sin extruir como cabría esperar, observándose que 
los tamaños de los lotes extruidos son bastante inferiores a los no extruidos, 
cumpliéndose de esta manera el objetivo inicial de conseguir una formulación con 
un tamaño medio de vesículas inferior a 400 nm. 
El tamaño medio de los liposomas elaborados por TLE fue de 958,6 nm y se redujo 
el tamaño siguiendo lo realizado en estudios anteriores (Jones y Hudson, 1993; 
Schnyder y Huwyler, 2005). El resultado obtenido tras la extrusión, con un valor 
promedio de 309,4 nm, demuestra que el proceso de extrusión ha dado lugar a una 
población de vesículas acorde en tamaño con el diámetro de poro del filtro de 
membrana utilizado en el dispositivo y, por tanto, capaz de atravesar membranas 
biológicas (Hansen y cols., 1995). 
En cuanto al IP, se observó una disminución en su valor tras la extrusión, indicando 
que la muestra de los liposomas extruidos es menos dispersa en cuanto a tamaño, 
es decir, que se obtiene una población de liposomas de tamaño homogéneo. De 
acuerdo con otros investigadores, se confirma la idoneidad de este método para 
obtener poblaciones homogéneas de liposomas (Mui y Hope, 2007). 
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En la figura 22 se recogen las gráficas correspondientes a la distribución del tamaño 
en el lote sin extruir y posteriormente extruido.  
 
Figura 22. Distribución de tamaño del lote de liposomas.  A: Sin extruir; B: Extruido. 
En ellas se puede observar cómo se ha reducido el tamaño de las vesículas tras el 
proceso de extrusión, existiendo diferencias significativas en el valor promedio del 
tamaño de las vesículas cuando se someten las muestras al proceso de extrusión. 
Asimismo, las formulaciones que no están extruidas presentan una curva de 
distribución más ancha que los lotes extruidos, lo cual es indicativo de 
polidispersión. En cambio, la curva correspondiente a las formulaciones extruidas 
es mucho más estrecha, indicando homogeneidad de tamaños. 
 
B 
A 
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4.1.3.2. Carga superficial de los liposomas 
Otro parámetro que se ha estudiado es el potencial z, que constituye un importante 
índice para la determinación de la estabilidad física de una dispersión de liposomas. 
El análisis de los valores del potencial z indica que la superficie de los liposomas 
posee carga negativa (tabla 3), de forma que existen fuerzas repulsivas que 
previenen de la agregación y la fusión. El sistema se encuentra estabilizado debido 
a la presencia de repulsiones electrostáticas. 
 
 
Tabla 3. Potencial z de la muestra de liposomas sin extrusión (SE) y extruidos (E). 
Los valores obtenidos antes y después del proceso de la extrusión muestran que los 
liposomas no sufren variaciones en el potencial z tras ser sometidos a este proceso 
de reducción de tamaños. Por ello, puede decirse que no se ha producido 
desestructuración de las moléculas lipídicas que le confieren la carga a las vesículas 
tras el proceso de extrusión (Woodle y cols., 1995). 
4.1.3.3. Análisis morfológico  
La morfología de los liposomas se observó mediante microscopía óptica y de 
fluorescencia. Con la microscopía óptica se verificó la formación de vesículas tras la 
unión del grupo maleimida al fosfolípido PE.  
Las muestras caracterizadas por microscopía de fluorescencia para la visualización 
adicional de liposomas cargados con IgG-FITC. En esta primera etapa, se 
desarrollaron liposomas como dispersiones coloidales de control y se empleó 
rodamina B como fármaco modelo para incluir en el compartimento acuoso. La 
morfología del liposoma MPB-PE cargado con rodamina mostrada en la figura 23 
recoge la aparición de vesículas esféricas marcadas correspondientes a los 
liposomas de rodamina sin extruir. 
 Potencial z ± SD 
SE -11,20  0,20 
E -11,83  0,35 
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Figura 23. Fotografía de liposomas de rodamina (900 nm). 
4.1.4. Método de Stewart 
Este método se emplea para cuantificar los fosfolípidos presentes en la composición 
de los liposomas tal como se explica en el apartado 2.1.5. de Materiales y Métodos.  
Tras llevar a cabo el procedimiento indicado por Zuidam y cols. (2007) se 
obtuvieron siete muestras (figura 24) a las que se les midió la absorbancia a 464 nm 
por triplicado, procediéndose posteriormente a la elaboración de la recta patrón, a 
partir de la cual se calculará la cantidad de fosfolípidos presentes en los liposomas 
(figura 25). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. Muestras para la realización de la recta patrón. 
Tras representar la recta patrón (figura 25), se obtuvo la recta de calibrado (y= 
8,0739x – 0,0631) cuyo coeficiente de determinación es de 0,9969.  
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Figura 25. Recta de calibrado método Stewart. 
Con estos datos se puede afirmar que el método es lineal para el intervalo de 
concentraciones estudiado, de manera que nos proporcionará resultados fiables. 
A partir de esta recta, se interpoló el valor de absorbancia de la muestra problema 
(0,1597  0,0001), obteniendo los mg de fosfolípidos que presenta la muestra 
problema; en este caso 0,027 mg/mL de PE-MPB. Teniendo en cuenta que se parte 
de una muestra problema con una concentración teórica de 0,05 mg/mL, se pudo 
concluir que el porcentaje de recuperación fue del 54% p/v de los fosfolípidos (PE 
y PE-MPB). 
La formulación inicial de liposomas contaba con un 66% de fosfolípidos (sin tener 
en cuenta el fosfatidilglicerol, para el cual este método es inactivo) y tras los 
procesos de elaboración y extrusión se ha cuantificado un 54% p/v de fosfolípidos 
que constituyen los liposomas. Con esto se concluye que las pérdidas de fosfolípidos 
(PE, PE-MPB) durante su procesamiento han sido pequeñas, de un 12% p/v y, por 
tanto, la elaboración de los liposomas ha transcurrido con éxito. 
Otra técnica empleada para la cuantificación de fosfolípidos es el método de Bartlett, 
que consiste en la determinación colorimétrica de los fosfatos inorgánicos. Los 
fosfolípidos contenidos en los liposomas pueden ser determinados tras la 
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destrucción de los fosfolípidos con ácido perclórico, dando fosfato inorgánico. El 
fosfato inorgánico es convertido en ácido fosfo-molíbdico por la adición de 
molibdato amónico, es cual es reducido a un complejo azulado. Este compuesto se 
determina colorimétricamente a 830 nm (Zuidam y cols., 2007). No obstante, el 
inconveniente que presenta esta técnica es que la presencia de fosfato inorgánico 
en el tampón puede interferir en la cuantificación de los fosfolípidos. De esta forma, 
el ensayo no puede usarse cuando los liposomas están elaborados con tampón PBS 
u otros tampones con grupos fosfato. En cambio, el método Stewart no presenta 
problemas en presencia de ningún tipo de tampón y, por tanto, la presencia de 
fosfatos inorgánicos no va a interferir en el ensayo (Barenholz y Amselem, 1993). 
Por ello, se seleccionó el método Stewart como técnica para cuantificar los 
fosfolípidos en nuestras formulaciones. 
4.2. EFICACIA DE TIOLACIÓN DE LA PROTEÍNA 
Como se explicó en el apartado 2.2. de Materiales y Métodos, la tiolación de la 
proteína es necesaria para llevar a cabo la funcionalización de los inmunoliposomas. 
En este caso, la tiolación se llevó a cabo con el grupo reactivo SATA, aunque existen 
otras estrategias para la introducción de grupos sulfhidrilo en una reacción 
(Manjappa y cols., 2011). 
El método empleado para la tiolación depende en gran medida de la proteína que se 
vaya a anclar en la superficie del inmunoliposoma. Si la proteína posee puentes 
disulfuro endógenos, que se pueden romper sin destruir las uniones o las 
propiedades inmunogénicas de la molécula, es preferible el uso de SATA, ya que 
parece ser que los grupos tiol libres endógenos son más reactivos que los añadidos 
de manera exógena, por lo que su velocidad de reacción y la eficiencia de 
conjugación se verán incrementadas (Martin y Heath, 1990; Gholizadeh y cols., 
2018). En este caso, es necesario introducir los grupos sulfhidrilo, ya que la proteína 
empleada (Ig G-FITC) no cuenta con grupos azufre en su estructura.  
Otra estrategia empleada en diversos estudios es la utilización del reactivo SAMSA 
(Martin y Heath, 1990; Hansen y cols., 1995; Torchilin y cols., 2007). El reactivo S-
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acetilmercaptosuccínico anhidro (SAMSA) es un reactivo que cuenta con un grupo 
amino reactivo, que contiene un grupo sulfhidrilo protegido, al igual que ocurre con 
SATA. La parte anhidra se abre en respuesta al ataque nucleofílico de la amina, 
obteniéndose un enlace amida (Klotz y cols., 1962; Shargh y cols., 2016). La reacción 
de apertura del anillo produce un grupo carboxilato libre que aporta una carga 
negativa a la molécula modificada donde antes había una carga positiva. Este 
cambio de carga afecta en la conformación y a la actividad de algunas de las 
proteínas más sensibles, pudiendo incrementar la agregación o producir uniones no 
específicas en la molécula (Rector y cols., 1978; Shargh y cols., 2016). Este problema 
se evita con la utilización del SATA, que actúa de la misma manera que SAMSA, pero 
libera el grupo carboxilo libre en mayor medida (Manjappa, 2011). 
En la figura 26 se describe el proceso de tiolación empleando como grupo reactivo 
SATA o SAMSA, así como sus diferencias. 
 
Figura 26. Representación esquemática de distintas estrategias para la tiolación de una 
proteína. 
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Con el fin de cuantificar la eficacia de tiolación de la proteína, se empleó el método 
de Ellmann, como bien se explica en el apartado 2.2.3. de Materiales y Métodos. Tras 
seguir el procedimiento indicado, se mide la absorbancia de la muestra a 412 nm 
por triplicado y se obtienen los valores detallados en la tabla 4. 
 
 
 
 
 
Tabla 4. Valores de absorbancia a 412 nm. 
Tras obtener las absorbancias de la muestra, se calcula la concentración de grupos 
sulfhidrilo con la siguiente ecuación: 
C= Abs/ ∙ l= 0,2149 / 14150 ∙ 1 = 1,52 ∙ 10-5 mol/L. 
siendo  el coeficiente de extinción molar (14.150 M-1 cm-1), C la concentración 
(mol/L o M) y l distancia de la celda (cm). 
Esta concentración representa los moles/L que hay en la cubeta. Por tanto, la 
muestra contiene 4,256 ∙ 10-8 moles de grupos SH. 
La bibliografía indica que debe existir una relación molar SH/Proteína de 3/1, para 
que se considere que el proceso de tiolación ha ocurrido con éxito (Torchilin y cols., 
2007). En la síntesis, se emplean 2 mg de Ig G-FITC cuyo peso molecular es 160000 
g/mol, lo que corresponde a 1,25 ∙ 10-8 mol de proteína. Si por cada mol de proteína 
debe haber 3 moles de grupos SH, en 1,25 ∙ 10-8 mol de proteína para que se cumpla 
la relación, debe haber 3,75 ∙ 10-8 moles de grupos SH. 
Según los resultados obtenidos, la reacción de tiolación ha tenido lugar con éxito ya 
que se cumple con la relación molar que debe existir entre grupos SH y la proteína. 
Muestra Absorbancia Absorbancia media  SD 
1 0,21174 
0,2149  0,003 2 0,21628 
3 0,21691 
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4.3. CONJUGACIÓN DE LA PROTEÍNA AL LIPOSOMA 
El proceso de acoplamiento de la proteína al liposoma es simple, rápido, eficiente y 
reproducible, obteniéndose uniones estables y atóxicas (Sapra y Allen, 2003). 
Una vez elaborados los liposomas con el grupo funcional maleimida y tras la 
tiolación de la proteína se procede a la conjugación de ambas partes para obtener 
los inmunoliposomas, tal como se explica en el apartado 2.3. de Materiales y 
Métodos. Una vez llegados a este punto se procede a la caracterización de los 
sistemas sintetizados para verificar su correcta formación. 
Para ello, se estudió la eficacia de acoplamiento Ig G-liposomas mediante técnicas 
IR, microscopía de fluorescencia, microscopía confocal de barrido láser y 
microanálisis de azufre. 
4.3.1. Microscopía de fluorescencia 
Los inmunoliposomas fueron observados en el microscopio de fluorescencia 
Olympus BX61. Utilizando este equipo sin activar los láseres (figura 27 A), se pueden 
observar las vesículas formadas por varias bicapas. Posteriormente, se aplicó el 
fenómeno de fluorescencia (figura 27 B) y se observa un halo verde que representa 
el anticuerpo (Ig G-FITC) rodeando al liposoma, lo cual es indicativo de que el 
anticuerpo se ha unido de manera eficaz en la superficie del liposoma. 
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Figura 27. Imágenes correspondientes al acoplamiento liposomas-Ig G. A: Microscopio óptico; 
B: Microscopio de fluorescencia. 
4.3.2. Microscopio de barrido láser confocal 
Mediante la observación en el microscopio de barrido láser confocal se obtienen 
imágenes utilizando el fenómeno de fluorescencia. 
En las figuras 28 A y B se puede observar el acoplamiento entre los liposomas y la 
proteína. En el plano inferior se representa la imagen en el microscopio óptico por 
A 
B 
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luz transmitida y se pueden apreciar esferas muy pequeñas que son las vesículas 
lipídicas. El principal problema que presenta la muestra es que su tamaño es tan 
pequeño, de apenas 300 nm, que dificulta su visualización. 
La microscopía de fluorescencia va a ser muy útil porque la molécula fluorescente, 
aun cuando sea muy pequeña, puede ser observada debido a la luz que emite 
(Shaner y cols., 2004). En el plano superior se observan las imágenes 
correspondientes a la fluorescencia. Se han empleado 2 fluorocromos: la rodamina 
para marcar los liposomas (derecha) y el isotiocianato de fluoresceína (FITC) para 
marcar el anticuerpo (izquierda). La fluoresceína, al ser excitada por una luz de 
longitud de onda aproximadamente de 495 nm (azul) emite una luz de color verde 
cuya longitud de onda está alrededor de 519 nm, mientras que rodamina es excitada 
a 540 nm y emite una luz roja a una longitud de onda de 570 nm (Miyawaki y cols., 
1997). 
En ambas imágenes se puede observar cómo coinciden los puntos fluorescentes 
verdes del plano superior izquierdo (Ig G-FITC) con los puntos fluorescentes rojos 
del plano superior derecho (rodamina incluida dentro de los liposomas), lo que nos 
indica que el acoplamiento ha sido efectivo entre el liposoma y la proteína. 
En las imágenes se detectaron vesículas unilaminares. Cuando se aplica el fenómeno 
de fluorescencia, se observó un halo verde característico alrededor del liposoma, 
que representa al anticuerpo (IgG-FITC) unido al liposoma. Cuando las vesículas se 
agregan, la intensidad de fluorescencia es mayor. Por lo tanto, podemos suponer 
que el anticuerpo marcado se ha unido de manera eficiente a la superficie del 
liposoma. Los liposomas cargados con rodamina B fueron fácilmente visualizados 
por CLSM debido a sus propiedades de emisión fluorescente, así como su alta 
afinidad a la bicapa lipídica. Los resultados obtenidos por la luz transmitida 
mostraron una homogénea distribución de las vesículas, aunque se sigue 
observando la presencia de algunos agregados. Cuando se emite fluorescencia, una 
clara correlación entre intensidad de manchas fluorescentes verdes en el plano 
superior izquierdo (IgGFITC) y la intensidad de puntos fluorescentes rojos en la 
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derecha se observó el plano superior, correspondiente a la rodamina B atrapada 
dentro de los liposomas. Esta simultánea asignación de ambas sondas fluorescentes 
en las observaciones de CLMS corroboró el acoplamiento efectivo entre el liposoma 
y la proteína. 
 
A 
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Figura 28. Micrografías de liposomas anclados a Ig G tomadas con microscopio de barrido 
láser confocal. 
4.3.3. Espectroscopía IR 
La espectroscopía infrarroja (IR) se usó para determinar la eficacia de acoplamiento 
del ligando. Esta técnica cualitativa se aplicó para identificar ciertos grupos 
funcionales en nuestra molécula que muestran bandas características en ciertas 
regiones del espectro. Se han analizado las muestras de liposomas libres y anclados 
a Ig G mediante espectroscopía infrarroja para confirmar el acoplamiento de la Ig G 
al liposoma. Sin embargo, no se han obtenido resultados significativos (figura 29). 
Por ello, se estudiaron tras someterlas a un calentamiento de 120 ºC, con la finalidad 
de aumentar la energía de las moléculas, favoreciendo su excitación y, por tanto, 
aumentará la intensidad de las bandas. 
B 
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Figura 29. Espectro IR de liposomas libres y liposomas anclados a Ig G realizados a 
temperatura ambiente y a 120 ºC. 
Sin embargo, se observó cierta diferencia con el aumento de la temperatura, 
indicando claramente que ambos espectros FTIR de inmunoliposomas y liposomas 
sin IgG mostraron casi la misma banda FTIR excepto el pico a 1800 cm-1.  
La banda ancha que aparece cerca de 3500 cm-1 se atribuyó a la presencia de 
moléculas de agua. A 1600 cm-1 aparece otra banda correspondiente a la presencia 
de moléculas de agua en las muestras. Se obtuvieron resultados interesantes a 
aproximadamente 1800 cm-1, donde aparece una banda estrecha, correspondiente 
al estiramiento del grupo carbonilo C = O de la amina secundaria unida a IgG (línea 
azul). Se observa una diferencia de los liposomas libres de IgG (línea verde); esta 
señal indica el enlace de la estructura de la inmunoglobulina a los liposomas 
mediante el anclaje con el grupo carbonilo (figura 30).  
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Figura 30. Diferencias de grupos carbonilo entre liposomas libres y liposomas anclados al 
anticuerpo. 
4.3.4. Microanálisis de azufre (S) 
El análisis CHNS constituye una etapa importante en la certificación de compuestos 
orgánicos sintetizados, y fundamental para la correcta autentificación de los 
productos de síntesis orgánica en intermedios y etapas finales, así como para el 
control de calidad de los compuestos orgánicos. Los resultados obtenidos tras el 
análisis elemental de las muestras de PE y PE-Ig G se recogen en la tabla 5. 
Tabla 5. Datos de la proporción de azufre obtenido en PE y en PE-Ig G. 
 
Muestra Réplica % p/p S %  SD p/p S 
% PE-Ig G - 
PE 
PE 
1 0,631 
0,664  0,04  
2 0,697 
PE – Ig G 
1 0,696 
0,705  0,02 0,042 2 0,690 
3 0,731 
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Se puede observar que la muestra PE también contiene azufre. Esto es debido a que 
los liposomas han sido elaborados con Hepes, compuesto que contiene moléculas 
de azufre. Así que, calculando la diferencia entre ambas muestras, se obtendrá el 
porcentaje de azufre que hay en PE-Ig G, resultando ser de 0,042% p/p de S. 
Para calcular la eficacia de acoplamiento Ig G-FITC-liposoma, hay que tener en 
cuenta el número total de átomos de azufre presentes en la formulación. Según 
datos teóricos, la formulación debe contener un total de 5,87 ηg de azufre. Tras 
realizar el estudio de microanálisis, se obtiene un total de 2,37 ηg de azufre. De esta 
manera se obtiene una eficacia de acoplamiento del 40,37%, pudiendo afirmar que 
el proceso de acoplamiento ocurrió de manera satisfactoria.  
4.4. ESTABILIDAD DE LOS INMUNOLIPOSOMAS 
Como se explicó en el apartado 2.3.5. de Materiales y Métodos, una estrategia para 
optimizar la estabilidad de los inmunoliposomas en el tiempo es la liofilización 
(Ayen y Kumar, 2012). 
Para comprobar la resistencia de los liposomas a la liofilización se hizo un estudio 
en el que se elaboraron 2 lotes de liposomas. Al lote 1 se le añadió crioprotector en 
la fase acuosa y al lote 2, una vez constituido, se le añadió crioprotector, de manera 
que envolviera externamente la estructura de los liposomas (Ayen y Kumar, 2012). 
Tras ser reconstituidos los liposomas en Hepes (1:10), se observó la estructura 
morfológica de ambas formulaciones al microscopio óptico: el lote 1 que lleva 
trehalosa 20% p/v en la fase acuosa (figura 31A) y el lote 2 que lleva trehalosa 20% 
p/v protegiéndolo externamente (figura 31 B). 
La liofilización se produjo con éxito en ambos casos, pero presentaron mayor 
homogeneidad de tamaño las vesículas correspondientes al lote 2 (figura 31 B), es 
decir, añadiendo el crioprotector posteriormente a su elaboración. 
La mayoría de las vesículas son multilaminares con tamaños superiores a 1984,70 
± 85,20 y 519,35 ± 1,68 nm (muestras no extruidas versus muestras extruidas). 
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Como se observa, los liposomas liofilizados una vez reconstituidos exhibieron un 
aumento significativo en cuanto al tamaño e IP.  
 
 
 
 
 
 
Figura 31.  Imagen al microscopio óptico de liposomas liofilizados. A: Trehalosa en la fase 
acuosa; B: Trehalosa en medio externo. 
En el lote 1 (figura 31 A) se observan precipitados, pudiendo tratarse de pequeñas 
partículas que hubieran cristalizado y pudieran haber alterado la composición y la 
estabilidad del producto. Debido a esto, se decidió realizar la liofilización añadiendo 
el crioprotector de forma externa tras la elaboración de los liposomas por el método 
tradicional, para que de este modo quede la vesícula protegida. 
El mismo procedimiento se llevó a cabo con los liposomas de rodamina anclados a 
la inmunoglobulina G-FITC y con liposomas de rodamina libres. 
A 
B 
50 µm 
50 µm 
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Ambas muestras se congelaron en nitrógeno líquido y posteriormente se 
mantuvieron durante 24 horas en liofilizador en las mismas condiciones de presión 
y temperaturas realizadas anteriormente. 
Pasado este tiempo, se llevaron a analizar en microscopio de fluorescencia, previa 
reconstitución con Hepes 1:10 y visualizándolos en microscopio de fluorescencia. 
Se observó que los inmunoliposomas se encontraban en perfecto estado tras haber 
sido sometidos a liofilización. Por todo lo anterior, de acuerdo con los resultados 
actuales, es evidente que la liofilización es una buena técnica para prolongar la 
estabilidad de estos sistemas complejos. 
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Primera. La introducción del grupo funcional maleimida (SMPB) permitió la 
conjugación del liposoma a la proteína mediante la formación de un enlace estable 
tioéter irreversible. 
Segunda. La síntesis del lípido PE-MPB ha transcurrido con éxito obteniéndose un 
lípido sintético puro como se ha comprobado con la cromatografía en capa fina 
(TLC). 
Tercera. Tras el proceso de extrusión, se obtienen poblaciones de vesículas más 
homogéneas y con un tamaño nanométrico adecuado para que sea efectivo su 
posterior anclaje a la proteína. Los liposomas presentaron valores negativos de 
potencial zeta que no se vieron alterados por el proceso de extrusión, demostrando 
que son sistemas estables. 
Cuarta. La cuantificación de fosfolípidos presentes en la composición mediante el 
método Stewart permite afirmar que el porcentaje de fosfolípidos tras el proceso de 
elaboración y extrusión se mantiene prácticamente inalterado. 
Quinta. La eficacia de tiolación de la proteína arrojó unos resultados muy 
favorables cumpliéndose la relación molar SH/proteína 3/1. 
Sexta. La microscopía de fluorescencia, los estudios de IR, así como análisis 
elemental de azufre arrojaron como resultado el éxito de la conjugación del 
liposoma sintetizado a la proteína tiolada. 
Séptima. La liofilización es una técnica eficaz para mejorar la estabilidad de la 
formulación sin alterar ninguna de sus cualidades. 
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1.1. ENFERMEDAD DE PARKINSON 
1.1.1. Concepto y epidemiología 
La enfermedad de Parkinson (EP) fue descrita por primera vez en 1817 por James 
Parkinson, bajo la denominación de parálisis agitante. Se define como una 
enfermedad neurológica idiopática, clínicamente caracterizada por trastornos 
motores (Davie, 2008). 
Generalmente, afecta a partir de los 50 años de edad (Bonifacio y cols., 2014). A nivel 
mundial, se estima una incidencia de unos 6,3 millones de personas, siendo en 
España aproximadamente unas 150.000 las personas afectadas, según los datos 
publicados en los últimos años (Luquin y cols., 2017). 
Se trata de una patología crónica degenerativa, en la cual los síntomas se agravan 
conforme la enfermedad avanza. Se conoce que el síndrome clínico de la EP resulta 
de la degeneración idiopática de las células dopaminérgicas en la parte compacta de 
la sustancia negra (Figura 1). Si bien la causa de dicha degeneración no se conoce 
con certeza, el estrés oxidativo puede jugar un papel muy importante, lo que 
conduce a la depleción del neurotransmisor dopamina, producido por las neuronas 
en la sustancia negra y liberándose en el núcleo caudado (Levine y cols., 2003).  
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Representación de las células productoras de dopamina en el cerebro (De la Casa, 
2013). 
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1.1.2. Fisiopatología 
La EP se caracteriza por la pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas 
localizadas en la parte compacta de la sustancia negra, la cual proporciona la 
inervación dopaminérgica al cuerpo estriado. La aparición de inclusiones (cuerpos 
de Lewy) y la pérdida de este tipo de neuronas son aspectos fisiológicos del 
envejecimiento, pero en los pacientes afectados por la EP, la pérdida es más precoz 
y más rápida, apareciendo los síntomas cuando se ha perdido el 70-80% de la 
población neuronal. 
La EP propiamente dicha es de etiología desconocida y tiene un carácter progresivo 
e irreversible. Aunque se piensa que factores genéticos y ambientales son los 
causantes, el envejecimiento neuronal o apoptosis y el estrés oxidativo se 
convierten en las causas principales que llevan a la aparición y progresión de la 
enfermedad. La teoría del estrés oxidativo se considera la más aceptada en su 
desarrollo. 
En los años 90 se propuso que durante el metabolismo de la dopamina endógena 
(DA), en la cual se encuentra involucrada la enzima mono-amino oxidasa tipo B 
(MAO-B), se originan como productos secundarios radicales libres, que serían los 
responsables de la neurodegeneración. Además, se demostró que también 
disminuye la actividad de la enzima superóxido dismutasa (SOD), cuya función es la 
de eliminar los radicales libres de la sustancia gris del cerebro, provocando así su 
incremento con la consiguiente degradación neuronal (Breen, 2004; Selkoe, 2004). 
La EP se caracteriza por síntomas como: bradicinesia, que puede convertirse en 
acinesia en fases avanzadas; temblor en reposo de las manos, con movimientos de 
frotación del índice, acompañado del resto de los dedos, sobre todo el pulgar; rigidez 
muscular, reflejada como resistencia a los movimientos pasivos de las 
extremidades, y postura anormal. Dichos síntomas van acompañados de signos 
característicos como: modo de andar arrastrando los pies, inexpresividad facial, 
deterioro del habla e incapacidad para efectuar tareas que requieran destreza 
(Pahwa y cols., 2007). 
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Otros síntomas que aparecen durante el desarrollo de esta enfermedad 
neurodegenerativa son de presentación menos constante, pero contribuyen a 
deteriorar la calidad de vida del paciente. Entre ellos destacan las alteraciones 
cognitivas (demencia, pérdida de memoria), de la percepción (alucinaciones, 
delirio, falsas percepciones), de la emotividad (depresión), de los patrones de sueño, 
gastrointestinales (sialorrea, disfagia) y cutáneas (sudación excesiva, seborrea), así 
como la posible presencia de acatisia, dolor muscular y neuropático y piernas 
inquietas (Eriksen y cols., 2005).  
1.1.3. Tratamiento 
La EP es una patología individualizada que requiere una asistencia personal de cada 
paciente.  
Se sabe que la mayoría de los síntomas de la EP están producidos por falta de 
dopamina en el cuerpo estriado cerebral. Aunque hoy día no existen fármacos 
curativos de la enfermedad, sí que se utilizan otros como paliativos de la 
sintomatología para mejorar la calidad de vida de los pacientes. Así, la mayoría de 
los fármacos antiparkinsonianos están diseñados para restituir, simular o mejorar 
temporalmente los niveles de dopamina, consiguiendo de este modo mejorar los 
síntomas. La mayoría de los fármacos pretenden aliviar la rigidez muscular, mejorar 
la velocidad y la coordinación del movimiento, así como reducir los temblores. 
Otras investigaciones ponen de manifiesto que pacientes que sufren EP temprana, 
no requieren inicialmente terapia dopaminérgica, aunque no está claro si esto es 
debido al efecto conocido y sintomático de las enzimas IMAO o bien a un efecto 
neuroprotector de las mismas. Entre los efectos neuroprotectores de este grupo se 
incluye la protección frente al daño oxidativo (Kulisevsky y cols., 2013). 
En la tabla 1 se recoge el amplio arsenal terapéutico disponible en España para 
paliar la EP. 
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Grupo farmacológico Mecanismo acción Presentación 
Precursores de la 
dopamina 
Debido a la incapacidad de la dopamina para 
atravesar la BHE y alcanzar el SNC, se utiliza un 
precursor de dopamina llamado L-dopa, capaz 
de alcanzar las neuronas, lugar en el que se 
convierte en dopamina. Así, L-dopa repone 
dopamina en el cerebro, siendo el fármaco más 
eficaz para tratar los síntomas de la EP (sobre 
todo la lentitud de movimiento y la rigidez 
muscular; y en menor grado el temblor, los 
problemas de equilibrio y las alteraciones de la 
postura). L-dopa sufre un rápido proceso de 
descarboxilación periférica formando 
dopamina. Es por ello que, tras su 
administración, L-dopa se metaboliza en gran 
parte antes de llegar al SNC. Para evitar este 
proceso de descarboxilación, se asocia a 
moléculas inhibidoras de la descarboxilación 
periférica como carbidopa o benserazida, 
permitiendo que llegue la cantidad suficiente de 
L-dopa al cerebro. De esta forma, se mejora la 
efectividad del fármaco y disminuyen sus 
efectos secundarios. 
Madopar® 
Sinemet® 
Duodopa® 
Agonistas 
dopaminérgicos 
Actúan uniéndose a los receptores de la 
dopamina, aliviando los síntomas de la EP. 
Suelen ser menos eficaces que L-dopa en el 
control de la rigidez y la lentitud de los 
movimientos. Se emplean como monoterapia en 
la EP temprana o como tratamiento 
complementario de L-dopa. 
Se distinguen derivados ergóticos como 
bromocriptina, lisurida, cabergolina y pergolida 
Parlodel® 
Dopergin® 
Soligen® Pharken® 
Pergolida® 
Mirapexin® 
Requip®  
Neupro®  
Apo-go® 
Amantadina Level 
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y derivados no ergóticos como pramipexol, 
ropinirol, rotigotina, apomorfina y amantadina. 
Inhibidores de la 
monoaminooxidasa-B 
(IMAO) 
Inhiben la degradación de la dopamina. 
Mantienen dopamina activa durante más tiempo 
en el cerebro. Se emplean en la fase precoz de la 
EP y en fases avanzadas, mejorando los efectos 
de L-dopa. 
Azilect® 
Plurimen® 
Inhibidores de la 
catecol-O-metil 
transferasa (COMT) 
La administración de inhibidores de la COMT 
junto a L-dopa impide la degradación de ésta, 
aumentando su disponibilidad en el cerebro. Se 
trata de una alternativa basada 
fundamentalmente en prolongar los efectos de 
la L-dopa bloqueando su metabolismo. 
Comtan® 
Tasmar® 
Anticolinérgicos La acetilcolina es la encargada de regular y 
controlar el movimiento. Estos medicamentos 
presentan efectos secundarios como sequedad 
de boca, visión borrosa, etc., por lo que no se 
recomienda su utilización en pacientes que 
presentan una edad mayor a 67 años. Se 
administran en EP con la finalidad de reducir los 
temblores y la rigidez del paciente. 
Akineton® 
Kemadren® 
Artane® 
 
Tabla 4. Tratamientos para la enfermedad de Parkinson (Levine y cols., 2003; Kulisevsky y 
cols., 2013). BHE: barrera hematoencefálica. SNC: sistema nervioso central. COMT: catecol-o-
metil transferasa. 
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1.2. LEVODOPA 
1.2.1. Antecedentes 
Desde su introducción en la terapéutica a principios de la década de los 60, levodopa 
o L-dopa se ha convertido en uno de los fármacos más sorprendentes en Neurología. 
Su capacidad de inducir una mejoría casi milagrosa en sujetos portadores de la EP, 
rápidamente la convirtieron en el fármaco de elección para esta enfermedad. Han 
pasado casi 60 años desde aquella irrupción de levodopa en terapéutica y continúa 
siendo el principal fármaco para tratar esta patología (Zappia y cols., 2009).  
Como se ha referido anteriormente, debido a que la dopamina no atraviesa la BHE, 
cuyo aporte sería lo ideal para tratar la enfermedad, se recurre al aminoácido 
precursor inmediato, L-dopa, que la atraviesa por transporte facilitado, 
característica propia de aminoácidos aromáticos. Como es bien sabido, este 
transporte es saturable y está sometido a fenómenos de competencia entre los 
aminoácidos que lo utilizan. En base a esto, se parte de la tirosina, que es un 
aminoácido esencial que se transforma en L-dopa, precursor de la dopamina, 
mediante la enzima reguladora tiroxina hidroxilasa. No obstante, a pesar de esta vía 
de síntesis, se ha demostrado que la administración de una mayor cantidad de 
tirosina tampoco genera un incremento significativo de dopamina (Carlsson, 2002). 
1.2.2. Estructura química 
Su nombre químico es L-3,4 dihidroxifenilalanina y su fórmula empírica es 
C9H11NO4, siendo su peso molecular 197,2. En la figura 2 se muestra su estructura 
química.  
 
 
 
Figura 2. Estructura química de la levodopa 
(http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product). 
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1.2.3. Propiedades fisicoquímicas   
L-dopa se presenta en forma de polvo cristalino, blanco o casi blanco. A temperatura 
ambiente, presenta una solubilidad de 66 mg/mL en agua, 1 mg/mL en DMSO y 0,5 
mg/mL en HCl. Es insoluble en etanol al 96%. Presenta un punto de fusión entre 276 
y 286 °C y una absorción UV máxima a 280 nm. 
Se trata de un compuesto hidrofílico, que presenta carga positiva y negativa 
(zwitterión) en valores de pH de 3 a 9, lo que provoca su baja solubilidad cuando se 
encuentra la solución dentro de este rango (Kankkunen y cols., 2002). 
Es una molécula fácilmente oxidable, por lo que debe conservarse en envases bien 
cerrados y protegidos de la luz. 
1.2.4. Mecanismo de acción 
Tras su administración por vía oral, levodopa alcanza el SNC tras cruzar la BHE por 
medio de transportadores que permiten su paso desde el intestino. Una vez en la 
circulación encefálica, entra a la neurona directamente y es convertida en dopamina 
mediante la dopamina descarboxilasa (DDC). Levodopa y sus derivados siguen 
diversas vías metabólicas intra y extraneuronales como se recoge en la figura 3 
(Juncos, 1992).  
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Figura 3. Vías del metabolismo de levodopa. DDC: Dopa descarboxilasa; COMT: Catecol orto 
metil transferasa; BHE: Barrera hematoencefálica; 3-OMD: 3-orto metil dopa; 3,4-DFA: Ácido 
3,4- dihidroxifenil acético; 3-MT: 3-metoxitiramina; HVA: Ácido homovanílico (Mercuri y cols., 
2005). 
Este precursor de la dopamina está involucrado en la vía de biosíntesis de 
catecolaminas (John y cols., 2007) interviniendo en la síntesis de dopamina, 
noradrenalina y adrenalina, siendo la dopamina la primera catecolamina producida 
a partir de levodopa, seguida de la síntesis de adrenalina y noradrenalina por 
diferentes modificaciones de esta molécula.  
Una vez alcanza el cerebro, levodopa se convierte rápidamente en dopamina por la 
enzima dopa descarboxilasa (Fan, 2008). Este neurotransmisor actúa estimulando 
directamente los receptores dopaminérgicos tipo 1 y tipo 2, asociándose los 
receptores del tipo 1 con un mayor riesgo de complicaciones motoras. 
La liberación de la dopamina desde la terminal sináptica se haría siguiendo el patrón 
de descarga tónico y fásico característico de la sinapsis dopaminérgica. La dopamina 
liberada al espacio sináptico es recaptada por la neurona dopaminérgica a través 
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del transportador de dopamina (DAT) y realmente almacenada para su liberación. 
Este mecanismo de aclaramiento sináptico es altamente eficiente (Jankovic, 2002). 
Probablemente, levodopa, además de convertirse en dopamina, sufre 
transformación a noradrenalina, así como a productos trazas de aminas, los cuales 
actúan en receptores no dopaminérgicos (Figura 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Esquema de los lugares de acción de los fármacos empleados en el tratamiento de la 
enfermedad de Parkinson. COMT: Catecol-O-metiltransferasa: LAAD: L-aminoácido aromático-
descarboxilasa; MAO: Monoamino oxidasa (Mercuri y cols., 2005). 
La combinación de estos fenómenos podría explicar la magnífica potencia de este 
fármaco en la EP, superior en todas las etapas a la obtenida por la estimulación 
directa de los receptores mediante el empleo de agonistas dopaminérgicos (Mercuri 
y cols., 2005). 
Como se refirió en la Tabla 1, las formulaciones de medicamentos de levodopa 
comercializadas involucran a otros fármacos como carbidopa y benserazida, que 
contribuyen a prevenir la conversión a dopamina fuera del SNC (Krack y cols., 
1998).  
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1.2.5. Farmacocinética 
1.2.5.1. Absorción 
Cuando se administra por vía oral, levodopa es absorbida en el intestino delgado, 
absorbiéndose en su totalidad en el duodeno y en las primeras porciones del 
yeyuno. Este proceso tiene lugar a través de un sistema de transporte 
estereoespecífico y saturable, compartido por todos los aminoácidos neutros de 
elevado peso molecular (valina, leucina, isoleucina, tirosina, fenilalanina, triptófano, 
histidina). Por ello, la absorción de levodopa empeora algo tras una alimentación 
rica en proteínas, pues aumenta la concentración de aminoácidos competidores, y 
mejora tras la ingesta de comidas ricas en hidratos de carbono. No obstante, aunque 
los alimentos interfieren en la absorción del fármaco, se suele administrar con las 
comidas, o inmediatamente después, para reducir síntomas como náuseas y 
vómitos (Stocchi y cols., 2005).  
Los niveles plasmáticos alcanzan el valor máximo alrededor de 1 hora después de 
su administración, dependiendo de los valores de pH y ritmo de vaciamiento 
gástrico. La biodisponibilidad media es del 30%, aunque las variaciones 
interindividuales son numerosas (Khor y cols., 2007). 
1.2.5.2. Disposición 
Una vez alcanzada la circulación sistémica, levodopa se distribuye en el organismo, 
alcanzando órganos como hígado, músculo y riñón. No obstante, los procesos 
metabólicos sobre la molécula se inician ya en el tracto gastrointestinal. A nivel 
gástrico, la decarboxilación de levodopa aumenta en presencia de factores que 
retarden su vaciamiento, como la disminución del pH gástrico, estreñimiento y los 
fármacos con efecto anticolinérgico, que generan enlentecimiento y reducción de la 
absorción del fármaco (Chana y cols., 2009). En la mucosa intestinal también existen 
procesos de descarboxilación, propagándose después en casi todos los tejidos, por 
lo que la concentración que alcanza en circulación sistémica es muy reducida debido 
a la biotransformación presistémica a dopamina por acción de la DDC.  
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En el plasma, y en presencia del inhibidor de la DDC, levodopa es metabolizada a 
nivel hepático, muscular, renal y en los glóbulos rojos por la COMT, formando 3-o-
metil-dopa (3-OMD). Éste posee una semivida de 24 h en el plasma y se acumula, 
llegando a alcanzar niveles plasmáticos de 10-20 veces superiores a los de levodopa. 
De hecho, se ha demostrado que elevados niveles de 3-OMD interfieren el paso de 
levodopa a nivel de la BHE (Chana y cols., 2009). Sin embargo, en la práctica clínica, 
esta contribución es escasa en relación al pool de aminoácidos neutros de cadena 
larga que compiten por la entrada de levodopa a nivel cerebral. 
Por tanto, debido a su extenso metabolismo, son necesarias dosis muy elevadas del 
fármaco para obtener el efecto deseado. Por este motivo, se asocia junto con 
inhibidores de la dopa-descarboxilasa periférica, tales como carbidopa y 
benserazida, las cuales impiden la transformación prematura a dopamina, 
permitiendo administrar dosificaciones menores y minimizar así los efectos 
secundarios gastrointestinales y cardiovasculares provocados por la dopamina 
formada antes de llegar al cerebro. Tales asociaciones han desplazado 
prácticamente a levodopa sola, además de obtener una respuesta más rápida al 
inicio del tratamiento (Khor y cols., 2007). 
Los niveles plasmáticos de levodopa que acceden a cerebro han de atravesar la BHE, 
y lo hacen mediante un sistema de transporte activo. Una vez allí comienza un 
proceso de acceso neuronal que ha sido previamente detallado en el apartado de 
mecanismo de acción. 
En lo que respecta al proceso de excreción, la mayor parte de la dosis es 
excretada por la orina, mientras que una pequeña fracción lo hace por las heces.  
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1.2.6. Reacciones adversas 
Las reacciones adversas más características al inicio del tratamiento son 
alteraciones gastrointestinales que cursan con náuseas, vómitos y anorexia y, en 
ocasiones, úlcera péptica y hemorragia gastrointestinal. Estas reacciones pueden 
acompañarse de alteraciones cardiovasculares con hipotensión ortostática, que 
normalmente es asintomática, pero puede verse asociada con debilidad y mareos, 
arritmias cardíacas e hipertensión. Asimismo, son frecuentes las alteraciones 
psíquicas, que afectan principalmente a ancianos e incluyen agitación, ansiedad, 
euforia, pesadillas e insomnio, y raras veces somnolencia y depresión. Pueden 
aparecer alteraciones más graves, como agresión, alucinaciones paranoicas, delirio, 
depresión grave, con o sin comportamiento suicida, y cuadros de demencia. En estos 
casos se debe reducir la dosis o suprimir la terapia. Estos efectos psíquicos son más 
prevalentes en los pacientes con Parkinson postencefálico o con historial de 
alteraciones mentales (Kaiser y cols., 2003). 
También se han observado movimientos respiratorios exagerados y crisis 
oculógiras (desviación involuntaria de la mirada) en individuos con Parkinson 
postencefálico, y el conocido efecto off-on (alternancia rápida de normalidad y 
aquinesia) en terapias de larga duración. Raramente, puede aparecer anemia 
hemolítica autoinmune y leucopenia transitoria. 
Los efectos sobre la función hepática y renal son generalmente leves. Además, se ha 
observado coloración rojiza de la orina, que en reposo se oscurece, y de otros fluidos 
corporales. 
Las alteraciones gastrointestinales y cardiovasculares son menos frecuentes 
cuando se administra junto con un inhibidor de la dopa-descarboxilasa, pero los 
efectos centrales como la disquinesia y las alteraciones mentales aparecen al 
principio del tratamiento (Kaiser y cols., 2003). 
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1.2.7. Avances en la administración de levodopa 
Actualmente, se puede encontrar en el mercado español levodopa asociada a otros 
compuestos, como se recoge en la Tabla 2. 
Formulación Forma 
farmacéutica 
Presentación 
L-dopa + Benserazida Comprimidos vía 
oral 
Madopar® (250 mg /50 mg) 
Madopar retard® (100 mg /25 mg) 
L-dopa + Carbidopa Comprimidos vía 
oral 
 
Sinemet® (250 mg /25 mg) 
Sinemet retard® (200 mg / 50 mg) 
Sinemet Plus® (100 mg /25 mg) 
Sinemet Plus retard® (100 mg /25 
mg) 
L-dopa + Carbidopa Gel intestinal Duodopa® (20 mg /5 mg) 
Tabla 5. Formulaciones de levodopa asociada a otros compuestos comercializados en el 
mercado español. 
Las presentaciones Madopar®, Sinemet® y Sinemet Plus® son de liberación 
inmediata, mientras que las presentaciones retard se encuentran recubiertas por 
una película que controla la cesión del fármaco, produciendo una liberación 
prolongada del mismo. Como es bien sabido, estos sistemas suponen una ventaja 
frente a los de liberación inmediata, ya que se reduce la frecuencia de 
administración del fármaco, simplificando la posología y consiguiendo un mejor 
cumplimiento del tratamiento por parte del paciente. 
Duodopa®: Forma de presentación de levodopa /carbidopa en forma de gel 
intestinal. El gel se administra mediante una bomba portátil de perfusión, 
dispositivo colocado en el exterior del abdomen que conecta con el intestino a través 
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de una sonda muy fina, depositando en el intestino la cantidad de levodopa que 
requiere el paciente. Se emplea en el tratamiento del estado avanzado de la EP con 
fluctuaciones motoras graves e hiperdiscinesias cuando han fracasado las 
combinaciones de medicamentos disponibles. Esta presentación conlleva ciertas 
ventajas, como la administracion constante de levodopa, así como una absorción 
directa del fármaco en el intestino delgado, evitando la barrera gástrica, que a veces 
supone un retardo en la absorción del fármaco por no permitir el avance de 
levodopa hasta el intestino delgado (Santos-García y cols., 2012).  
En los últimos años son muchos los estudios realizados para conseguir una mejora 
en el tratamiento de la EP con levodopa. A continuación, se mencionan algunas de 
las nuevas presentaciones de levodopa originadas por asociación con otros 
compuestos o por modificaciones químicas que le confieren distintas características 
farmacocinéticas: 
• Triple combinación: combinación de levodopa con un inhibidor de la DDC 
y un inhibidor de la COMT (Stalevo®). Ha sido aprobado por la FDA para uso 
en portadores de EP que presentan deterioro de fin de dosis. Prolonga la 
duración del efecto en 30 minutos por administración y permite una 
reducción de la dosis diaria de levodopa en 100 a 200 mg (Deane y cols., 
2004). Este medicamento puede aumentar las discinesias, lo que se resuelve 
reduciendo la dosis total. Asimismo, puede aparecer coloración oscura de la 
orina. 
• Levodopa metil éster (Melevodopa®): profármaco muy soluble en agua. 
Administrado por vía oral, reduce el tiempo necesario para alcanzar el 
estadio de beneficio motor y resulta especialmente útil en portadores de EP 
con complicaciones motoras (Swope, 2004). Este medicamento aún está en 
fase III de evaluación en Europa. 
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• Parcopa®: forma de presentación de levodopa/carbidopa en forma de 
solución oral. Su mayor ventaja radica en la facilidad para la ingestión, así 
como la disminucion del tiempo de vaciado gástrico (Keating y cols., 2005). 
1.3. ESTABILIDAD DE LEVODOPA  
Desde hace ya algunos años, existen evidencias suficientes que demuestran que 
levodopa es una molécula fácilmente oxidable en presencia de agua y luz. Así mismo, 
se ha demostrado que el pH del medio influye drásticamente en la estabilidad de 
esta molécula, de forma que sufre un rápido proceso de oxidación a pH básico, 
mientras que a pH ácido se ralentiza, aumentando significativamente su estabilidad 
(Nigam, 2015). 
El proceso oxidativo de levodopa conlleva la formación de melaninas, generando 
especies reactivas de oxígeno (radicales libres O2, OH, H2O2), tal y como señalaron 
Spencer y cols. (1994). Estos radicales libres generados pueden reaccionar con 
componentes celulares, como el ADN, causando un daño celular que puede conducir 
a otras enfermedades, como la enfermedad de Alzheimer o la EP. 
Este mecanismo de oxidación de levodopa que conduce a la formación de melaninas 
ha sido ampliamente estudiado por numerosos autores (Korytowski y cols., 1987; 
Halliwell, 2001; Nigam, 2015). Dicha transformación ocurre en cuatro etapas, como 
se observa en la figura 5, siendo las reacciones que tienen lugar las que se resumen 
a continuación (Kamkaen y cols., 2007): 
(1) Formación de la quinona 3,4-quino-fenilalanina de cadena abierta 
(dopaquinona). 
(2) Ciclación de la quinona a ácido 2,3-dihidro-5,6-quinona-2-carboxílico 
(dopacromo). 
(3) Conversión de dopacromo en ácido 5,6-dihidroxiindol-2-carboxílico y 
posteriormente en ácido indol-5,6-quinona-2-carboxílico. 
(4) Formación de melaninas como producto final (Eumelaninas). 
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Figura 5. Síntesis de eumelaninas a partir de L-dopa (Kamkaen y cols., 2007). 
Numerosos autores han demostrado que el proceso de oxidación de levodopa 
acelera enormemente la generación de radicales libres a partir de la reacción de 
Fenton (Kruk y cols., 1989; Kladny y cols., 1995; Bounias y cols., 1997). Esta 
generación de radicales libres es debida a la formación de cantidades considerables 
de peróxido de hidrógeno (H2O2) en la primera etapa de la reacción, es decir, cuando 
se produce la transformación de la amina en amina quinona y tiene lugar el cierre 
del anillo que da como resultado la formación de los compuestos dopacromo y 5,6 
dihidroxiindol (Swan, 1974). 
En base a este comportamiento, se ha demostrado que la presencia de antioxidantes 
en una formulación de levodopa contribuye a la estabilidad del fármaco, frenando 
el proceso de oxidación mediante la captación de radicales libres y actuando como 
portadores de protones (Zaitone y cols., 2013). 
1.3.1. Moléculas antioxidantes y mecanismos de acción 
Como se ha expuesto en el apartado anterior, levodopa es una molécula muy 
susceptible a la oxidación; es por ello que la adición a la formulación de un agente 
antioxidante contribuiría activamente a prevenir o retardar dicho proceso que, en 
algunos casos, podría revertir el daño oxidativo de las moléculas afectadas. 
Introducción 
 
 
- 125 - 
 
Los componentes antioxidantes ejercen su acción siguiendo distintos mecanismos. 
Para facilitar su comprensión, se acude previamente a una clasificación de los 
antioxidantes existentes (Flora, 2009), entre los que se distinguen: 
• Antioxidantes enzimáticos, como superóxido dismutasa, catalasa, glutatión 
peroxidasa, glutatión S-transferasa, tiorexina-reductasa y sulfoxi-
metionina-reductasa. 
• Antioxidantes no enzimáticos, como glutatión, ácido úrico, ácido dihidro-
lipoico, ubiquinol (Co-enzima Q) y melatonina. 
• Vitaminas antioxidantes, como ácido ascórbico, alfa-tocoferol y beta-
caroteno. 
• Carotenoides como luteína, zeaxantina y licopeno. 
• Polifenoles, en sus categorías de flavonoides y no flavonoides. 
En base a su mecanismo de acción, los antioxidantes se clasifican en:  
• Antioxidantes primarios. Previenen la formación de radicales libres, 
evitando de ese modo el daño oxidativo. Existen tres mecanismos por los 
que llevan a cabo su acción: a) mediante descomposición enzimática de 
radicales H2O2. En este grupo cabe destacar las enzimas catalasa y glutatión 
peroxidasa, así como curcumina; b) mediante secuestro por quelación de 
iones metálicos catalíticos, destacando proteínas como transferrina, 
ferritina, albúmina, y otros como AEDT; c) desplazando enzimáticamente las 
especies reactivas de oxígeno, destacando la enzima superóxido dismutasa 
(SOD) (Mishra y Bisht, 2011). 
• Antioxidantes secundarios. Atrapan los radicales libres que se forman, 
impidiendo así la iniciación de la cadena oxidativa o interrumpiendo su 
propagación. Entre estos se distinguen los de naturaleza hidrofílica (ácido 
ascórbico, ácido úrico, bilirrubina) o los lipofílicos (vitaminas E y A, 
carotenoides, melatonina, estrógenos) (Butterfield y cols., 2002). 
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• Antioxidantes terciarios. En caso de que los anteriores sistemas 
antioxidantes no sean eficaces y las biomoléculas se oxiden, todas las células 
contienen una serie de enzimas que conforman los llamados sistemas de 
reparación. Dichos sistemas incluyen enzimas encargadas de restaurar 
directamente las biomoléculas a su conformación nativa, así como enzimas 
catabólicas que pueden degradar específicamente las moléculas no 
funcionales; esta degradación puede servir no sólo para eliminarlas del 
citosol, sino para aumentar la cantidad de precursores para una posible 
resíntesis (Decker y cols., 2005).  
Ya que existe una gran variedad de moléculas antioxidantes y ante la imposibilidad 
de realizar estudios con todas ellas, en el presente trabajo de investigación se 
seleccionaron tres antioxidantes, con el fin de determinar el antioxidante más 
apropiado para la formulación de levodopa a desarrollar: curcumina, ácido 
ascórbico y superóxido dismutasa. 
1.3.1.1. Curcumina 
Curcumina es un compuesto polifenólico derivado del rizoma de Curcuma longa. Se 
trata de una molécula que está despertando un gran interés en los últimos años 
porque presenta una gran variedad de actividades farmacológicas, tales como 
antiinflamatorio, antioxidante, anticancerígeno, antivírico, hepatoprotector, 
antidiabético y neuroprotector (Lim y cols., 2001; Ullah y cols., 2017).  
Respecto a su presentación, la forma comercial contiene tres componentes 
principales: curcumina (aprox. 77%), detoxicurcumina (aprox. 17%) y 
bisdetoxicurcumina (aprox. 3%), como se muestra en la figura 6. 
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Figura 6. Estructura de los tres principales curcuminoides de curcumina 
(https://www.researchgate.net/Chemical-structure-of-curcuminoids-curcumin-
demethoxycurcumin-and-bisdemetohxy-curcumin_fig1_255695470). 
Desde el punto de vista químico, curcumina es soluble en dimetilsulfóxido, etanol o 
acetona; sin embargo, es extremadamente insoluble en agua a pH ácido y neutro, 
siendo soluble en álcalis (Suresh y cols., 2013).  Además, este polifenol se caracteriza 
por ser químicamente inestable en condiciones ácidas y alcalinas, así como sensible 
a la luz solar. En condiciones fisiológicas puede existir en dos formas tautoméricas, 
ceto y enol, que coexisten en equilibrio (Figura 7). Dicho equilibrio tautomérico 
depende en parte de la polaridad y del pH del disolvente, de forma que en 
disolventes no polares, curcumina existe en la forma enólica, debido a la formación 
de puentes de hidrógeno intramoleculares, mientras que en presencia de 
disolventes polares predomina la forma ceto (Dinkova-Kostova y cols., 1999). 
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Así mismo, en soluciones ácidas y neutras domina la forma ceto de la curcumina y 
actúa como un potente donador de átomos de hidrógeno, mientras que en 
condiciones alcalinas predomina la forma enólica, actuando como donador de 
electrones (Jovanovic y cols., 1999).  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Representación del equilibrio tautomérico ceto y enol de curcumina (Basnet y Skalki-
Basnet, 2011). 
Con estas premisas, Wang y cols. (1997) demostraron ya una importante 
dependencia del pH de la curcumina sobre su solubilidad. A pH < 1, las soluciones 
acuosas de curcumina presentan un color rojo, que indica la existencia de la forma 
protonada (H4A+). En el intervalo de pH de 1 a 7, la forma neutra aumenta (H3A), 
siendo la solubilidad en agua muy baja en este rango de pH y la preparación 
adquiere un color amarillo. A pH > 7,5, la solución posee color rojo y las formas 
aniónicas son predominantes, como resultado de la disociación de los tres protones 
ácidos en la curcumina (formas H2A-, HA2- y A3-). 
Cabe destacar que los principales componentes colorantes de la curcumina son 
relativamente estables a pH ácido, pero se descomponen rápidamente a pH básico. 
Sobre esta base de solubilidad y estabilidad de la curcumina, es evidente que a pH 
fisiológico, la molécula es poco soluble en agua e inestable. Es por ello que la 
absorción gastrointestinal sea escasa. Si se añade un importante metabolismo 
intestinal y hepático, todo ello resulta en una deficiente biodisponibilidad oral 
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(Hergenhahn y cols., 2003). Por lo tanto, el desarrollo de un sistema de 
administración de fármacos eficaz, capaz mejorar la estabilidad de curcumina 
administrada por otras vías se convierte en una estrategia adecuada para mejorar 
la administración de este fármaco (Li y cols., 2007). 
Como se ha comentado con anterioridad, el estrés y el daño oxidativo se encuentran 
implicados en la fisiopatología de muchas enfermedades crónicas, trastornos 
inflamatorios y degenerativos. La generación de ROS, particularmente O2- y OH-, 
juegan papeles importantes en el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas 
como la EP y el Alzheimer (Aggarwal y cols., 2006; Biesalski, 2007). Algunos autores 
postulan que la propiedad antioxidante de la curcumina radica principalmente en 
su estructura fenólica (Priyadarsini y cols., 2003; Ak y Gülçin, 2008), de manera que 
la mayor eliminación de radicales libres se ha observado en compuestos con grupos 
hidroxi-fenólicos, que restringen la donación de electrones, como dos grupos 
metoxi en posición orto (Youssef y cols., 2004). Esto es debido a que la curcumina 
es un captador de electrones más potente que detoxicurcumina y 
bisdetoxicurcumina (Jayaprakasha y cols., 2002).  La molécula de curcumina en la 
forma tautomérica enol posee propiedad eliminadora de radicales libres (Goel y 
cols., 2008), mientras que en la forma ceto, el grupo metileno es sustituido por un 
grupo β-dicetona (heptadienona), que posee capacidad de eliminar los radicales 
libres (Venkateswarlu y cols., 2005). No obstante, la sola presencia de β-dicetona no 
es suficiente para captar los radicales libres que se hayan producido (Jovanovic y 
cols., 2001). 
Numerosos estudios han demostrado los grandes beneficios que proporciona 
curcumina frente a las enfermedades neurodegenerativas, debido a su potente 
actividad antioxidante y antiinflamatoria (Song y cols., 2016). Además, autores 
como Mythri y cols. (2012) la consideran una molécula prometedora frente a la EP, 
debido a sus propiedades neuroprotectoras. Este polifenol presenta numerosos 
beneficios frente a la EP, ya que previene la reducción de dopamina, la muerte de 
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las neuronas dopaminérgicas y la inflamación, a la vez que controla el proceso del 
estrés oxidativo. 
1.3.1.2. Ácido ascórbico    
El ácido ascórbico o vitamina C es un ácido orgánico con capacidad antioxidante. Es 
hidrosoluble, termolábil y se oxida con facilidad. Interviene en numerosas 
reacciones metabólicas, ya que posee una potente actividad reductora debido a la 
presencia de sus dos grupos donadores de protones.  
Su actividad antioxidante deriva del desplazamiento del ácido L-ascórbico a su 
forma oxidada L-dehidroascórbico, lo cual también habilita a la molécula para 
combatir con los radicales oxidativos (•O2- y •OH) y los radicales acuosos, como el 
oxígeno singlete (Bielski y cols., 1985).  
El ácido ascórbico posee dos valores de pKa y el grado de ionización va a influir en 
la formación de su forma pro-oxidante o antioxidante, de modo que cuanto más 
ionizado se encuentre, mayor probabilidad tendrá de ser un pro-oxidante si hay 
hierro disuelto en el medio. Las dos formas moleculares principales del ácido 
ascórbico se encuentran en equilibrio y ambas presentan actividad biológica 
(Figura 8).  
 
Figura 8. Formas moleculares en equilibrio de ácido ascórbico (Varshosaz y cols., 2014). 
Por lo general, el estado oxidado del ácido ascórbico es difícil de determinar a un pH 
< 2, ya que su reactividad a este pH es baja. Por otro lado, el ácido ascórbico puede 
regenerarse después de someterse a una oxidación según el desplazamiento del 
equilibrio que lo devuelva hacia su forma original.  
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Nagayama y cols. (2004) demostraron la capacidad de la molécula de ácido 
ascórbico para mejorar la biodisponibilidad de levodopa en pacientes con EP. 
Parece ser que tras la administración de ácido ascórbico se produce un aumento de 
la acidez gastrointestinal, favoreciendo la ionización de levodopa, forma en la que 
se encuentra favorecida la absorción de la misma. Otros autores como Varshosaz y 
cols. (2014) han expuesto la capacidad neuroprotectora del ácido ascórbico frente 
a los radicales libres, siendo favorable su administración en la EP. 
1.3.1.3. Superóxido dismutasa 
El grupo de las superóxido dismutasas (SOD) lo conforman diferentes tipos de 
metaloenzimas denominadas así porque contienen un ion metálico en su centro 
activo (manganeso, hierro o cobre). En las células eucariotas, los metales que se 
unen son cobre y zinc (Cu y Zn-SOD) o manganeso y hierro (Mn y Fe-SOD). Estas 
enzimas se distribuyen ampliamente en el citosol celular donde, solubilizadas, 
constituyen enzimas bastante estables (De la Torre, 1994). 
Las SOD son enzimas que tienen actividad antioxidante, por lo que ejercen un papel 
relevante en la eliminación de radicales libres de peróxido del organismo. Las 
enzimas Fe- y Mn-SOD poseen monómeros de 200 aminoácidos y se encuentran 
como dímeros o tetrámeros, por lo que se trata de enzimas de gran tamaño. Por su 
parte, la enzima con centro activo de Cu o Zn-SOD, puede contener un monómero 
de 150 aminoácidos. A título de ejemplo, se puede apreciar en la figura 9, la enzima 
Fe-SOD y Mn-SOD, siendo el color rosado el centro perteneciente al ión Fe, y el de 
color púrpura al de ión Mn; la enzima Cu-, Zn-SOD, posee el ión Zn en color negro y 
el monómero del Cu se representa en color verde (Miller, 2004). 
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Figura 9. Estructura de las SOD (Miller, 2004). 
El centro activo de la SOD, donde se localizan el cobre y el zinc, es el lugar donde se 
produce la reacción de catálisis por dismutación del radical libre de superóxido (O2-
) en peróxido de hidrógeno (H2O2) y O2 en presencia del protón H+. Ambos están 
implicados en la protección celular contra la toxicidad causada por ROS. El zinc 
forma parte de la estructura de la enzima (SOD) y su actividad puede disminuir si 
hay una deficiencia de dichos elementos. 
La reacción de catálisis de la SOD se produce por un mecanismo de óxido-reducción 
por la acción del cofactor metálico. SOD posee dos moléculas de superóxido, una 
libera un electrón y lo coloca en la otra. Así, una de ellas termina con un electrón 
menos, formando oxígeno normal, y la otra termina con un electrón extra. La que 
contiene el electrón extra recoge entonces rápidamente dos iones de hidrógeno 
para formar peróxido de hidrógeno. Por supuesto, el peróxido de hidrógeno es 
también un compuesto peligroso, por lo que la célula debe usar la enzima catalasa 
para desintoxicarse (Goodsell, 2007).  
La EP se caracteriza por presentar un elevado nivel de la enzima SOD, se cree que 
debido a la presencia de radicales libres como producto del metabolismo de la 
dopamina, ejercido por la MAO-B. Sin embargo, se ha demostrado que los pacientes 
tratados con levodopa presentan en sus células sanguíneas una baja actividad SOD. 
Este hecho es atribuible a que el metabolismo de dopamina produce estrés 
oxidativo, obteniendo niveles altos de radicales peróxidos (H2O2) provocando así 
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una mayor actividad SOD y menor cantidad disponible de la enzima (Ihara y cols., 
1999). 
1.4. SISTEMAS NANOTRANSPORTADORES DE FÁRMACOS 
La Nanotecnología está evolucionando a ritmos agigantados. Se considera que en un 
corto periodo de tiempo, el uso de los medicamentos no tendrá como objetivo la 
liberación, absorción y distribución de la molécula activa en el organismo, sino que 
se buscará una liberación y acción del fármaco en el sitio del organismo donde se 
localice la patología. Además, no sólo se utilizarán como terapia farmacológica, sino 
que éstos también serán investigados con fines diagnósticos de las diferentes 
patologías (Fernández y cols., 2018). 
En los últimos años, se han realizado importantes esfuerzos para desarrollar 
estrategias que ayuden al paso de moléculas activas a través de la BHE. Entre éstos, 
se han propuesto diferentes enfoques casi todos ellos basados en la Química, tales 
como el uso de péptidos quiméricos, proteínas catiónicas y profármacos, entre otros 
(Navarro y cols., 2008; Wang y Maitz, 2018). Sin embargo, otras alternativas 
basadas en la Nanotecnología, han ganado una creciente atención como estrategias 
más prometedoras para administrar fármacos dirigidos al SNC. Baste citar algunos 
medicamentos que incorporan fármacos formando parte de sistemas 
nanoestructurados, como doxorubicina liposomal o la unión a la albúmina de 
paclitaxel, ya utilizados en clínica, mientras que otros, tales como doxorubicina 
incorporada en micelas poliméricas, se encuentran aún en ensayos clínicos (Micheli 
y cols., 2012). 
Existen diferentes estructuras nanométricas que se han ido desarrollando con el 
tiempo, cada una con características estructurales propias, pero con un objetivo 
común: servir de transporte de fármacos al lugar afectado, mejorando así la 
biodisponibilidad en el organismo. En la Tabla 3 se describen algunos de los 
sistemas formulados para la administración de fármacos hacia el SNC. 
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Sistema transportador Propiedades 
Nanopartículas poliméricas 
Plataforma polimérica versátil para 
direccionar de forma controlada, sostenida y 
selectiva fármacos de bajo peso molecular y 
macromoléculas (genes y proteínas). 
Liposomas 
Formados por bicapas lipídicas que 
encapsulan fármacos tanto hidrofóbicos 
como hidrofílicos. Escapan al sistema inmune 
cuando son recubiertos con PEG en su 
superficie. 
Niosomas 
Vesículas preparadas con tensioactivos no 
iónicos. Son capaces de encapsular fármacos 
tanto hidrofóbicos como hidrofílicos. 
Micelas poliméricas 
Estructuras de pequeño tamaño, alta 
capacidad de carga, mayor potencial de 
solubilización de fármacos hidrófobos, 
mejora de la estabilidad e incremento del 
tiempo de circulación en el organismo. 
Ciclodextrinas 
Estructuras constituidas por oligosacáridos 
cíclicos naturales. Son capaces de encapsular 
fármacos en su interior favoreciendo su 
solubilidad, estabilidad y biodisponibilidad. 
Tabla 6. Algunos tipos de nanoestructuras utilizadas como sistemas transportadores de 
fármacos (Kapse-Mistry, 2014). 
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1.4.1. Liposomas 
Los liposomas han recibido una especial consideración como sistemas 
transportadores de compuestos terapéuticamente activos, debido a sus especiales 
características, tales como la capacidad para incorporar fármacos hidrófilos e 
hidrófobos, biocompatibilidad, baja toxicidad, no activación del sistema inmune y 
dirigir la liberación de compuestos bioactivos al sitio de acción (González-Rodríguez 
y Rabasco, 2011).  
Se trata de estructuras vesiculares esféricas, cuya característica diferencial es la 
presencia de una bicapa con componentes fosfolipídicos. Esta estructura favorece 
la afinidad por las sustancias hidrofóbicas (apolares) en una parte (cola) y por las 
sustancias hidrofílicas (polares) en la otra porción (cabeza) (Villasmil-Sánchez y 
cols., 2010). 
En la Figura 10 se puede observar la estructura que conforman los fosfolípidos en 
un liposoma o en una micela. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Estructura que forman los fosfolípidos (htpp://www.naukas.com). 
Su carácter anfifílico les confiere propiedades únicas que les permiten servir como 
agentes vehiculantes de principios activos de naturaleza tanto hidrofílica como 
hidrofóbica. Por lo general, la parte hidrofóbica se dispone en la zona externa del 
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liposoma, mientras que la parte hidrofílica conforman el compartimento interno 
acuoso del mismo. Por las propiedades de los constituyentes, estas vesículas 
presentan niveles bajos de toxicidad intrínseca, brindando adecuada protección al 
principio activo.  
En el organismo, a nivel sistémico, se produce un reconocimiento de los liposomas 
por parte del sistema retículo endotelial. Por esta razón, las propiedades 
farmacocinéticas vendrán determinadas por las características fisicoquímicas del 
liposoma. De la misma manera, en base a este principio, es posible modificar las 
propiedades de las vesículas en función del lugar de acción, con fines a lograr en ese 
sitio la mayor liberación del fármaco, y disminuir en lo posible los efectos 
secundarios (Navarro y cols., 2008). 
No obstante, los liposomas no están exentos de limitaciones, siendo una de las más 
importantes, la inestabilidad, queda en parte solventada tras la incorporación en su 
formulación de sustancias como el colesterol (Kaur y cols., 2002). 
1.4.2. Ciclodextrinas 
En los últimos años, está recibiendo una atención considerable en el campo 
farmacéutico la inclusión de fármacos en ciclodextrinas, ya que éstas contribuyen a 
mejorar ciertas características de los fármacos, como solubilidad en medio acuoso, 
estabilidad química y biodisponibilidad (Kfoury y cols., 2014). 
Las ciclodextrinas (CD) son oligosacáridos cíclicos, formados por unidades de 
glucopiranosa. Son sustancias cristalinas, homogéneas y no higroscópicas (Szejtli, 
2004). Tienen forma de anillo tronco cónico con los C2 y C3 de los residuos de glucosa 
hacia el interior del anillo y con el C6 hacia el exterior. A su vez, los –OH del C6 de las 
CD se encuentran situados en la cara ancha del tronco cónico, mientras que los –OH 
de los C2 y C3 lo hacen en la cara estrecha de dicho tronco (Gharib y cols., 2015). Su 
cavidad interna es relativamente hidrofóbica, mientras que su superficie externa es 
hidrofílica. Como resultado, las CD pueden atrapar las moléculas hidrofóbicas para 
formar complejos de inclusión solubles en agua (Moyano y cols., 1994; Szejtli, 
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1997). Mediante difracción de Rayos-X se ha demostrado que las CD tienen un 
interior altamente apolar (grupos –CH) y una superficie exterior hidrofílica debido 
a los grupos hidroxilo. Esta estructura particular confiere a las CD la capacidad de 
incluir un gran número de moléculas hidrófobas para formar complejos de inclusión 
(Piel y cols., 2007). Asimismo, las CD pueden formar complejos de inclusión con 
muchos fármacos muy solubles potenciando su biodisponibilidad, además de 
mejorar la estabilidad física y térmica de los fármacos, así como limitar sus efectos 
tóxicos (Kfoury y cols., 2014). 
Las CD más comunes, reflejadas en la figura 11, se forman a partir de seis (α-CD), 
siete (β-CD) u ocho (γ-CD) unidades de d-glucopiranosa, con sus respectivos 
tamaños de cavidad de aproximadamente 0,5, 0,6 y 0,8 nm (Sharma y Sharma, 
2001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Tipos de ciclodextrinas y sus derivados (Nishiho y cols., 2000). 
El acoplamiento del fármaco en la cavidad hidrofóbica de las CD se produce 
mediante la formación de enlaces no covalentes, dando lugar a complejos cuya 
formación cumple un equilibrio dinámico gobernado por una constante de 
complejación kc (Ficarra y cols., 2000). La estabilidad de estos complejos de 
inclusión y, por tanto, la magnitud de su constante de complejación, depende del 
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grado de acoplamiento entre el fármaco huésped y la CD, de forma que a mayor kc, 
mayor es la estabilidad del complejo. 
La inclusión de fármacos en ciclodextrinas implica (Sharma y Baldi, 2014): 
• Aumentar la biodisponibilidad de los fármacos, aumentando su 
solubilidad y la velocidad de disolución. 
• Estabilizar el fármaco frente a la oxidación en presencia de oxígeno. 
• Estabilizar el fármaco frente a la descomposición por la luz o 
temperatura. 
• Eliminar el efecto astringente e irritante de los fármacos. 
• Minimizar olores y sabores desagradables. 
1.4.2.1. Ciclodextrinas como sistemas estabilizadores de fármacos   
Aunque las CD se han estudiado durante más de 100 años y pueden encontrarse al 
menos en 35 productos farmacéuticos, aún se siguen considerando nuevos 
excipientes farmacéuticos (Kurkov y Loftsson, 2013).  
Existen numerosas aplicaciones para las CD en la industria farmacéutica, 
empleándose principalmente como agentes complejantes para aumentar la 
solubilidad acuosa de fármacos poco solubles en agua y mejorar su 
biodisponibilidad y estabilidad, aumentando el efecto farmacológico y 
consiguiendo, por tanto, una reducción en la dosis del fármaco administrado (Arima 
y cols., 2001). 
Estos compuestos pueden mejorar la estabilidad de diversos fármacos contra la 
deshidratación, hidrólisis, oxidación y fotodescomposicion (Paramera y cols., 
2011). Asimismo, se ha demostrado que las CD inducen a mejorar la estabilidad de 
los fármacos por inhibir la interacción entre el fármaco y los vehículos que 
conforman la formulacion o por inhibir la transformación del fármaco en el lugar de 
absorción, ya que las CD actúan encapsulando el fármaco en su interior 
protegiéndolo, por tanto, de la degradación por agentes externos (Dhule y cols., 
2012). Dado que el proceso de hidrólisis de los fármacos encapsulados en complejos 
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de inclusión es más lento que el de los fármacos libres, la inclusión de fármacos en 
CD juega un papel importante en la protección de las moléculas, favoreciendo así la 
estabilidad de los mismos.  
Citemos algunos ejemplos de diversas aplicaciones: la inclusión de insulina en CD 
ha demostrado ser un éxito, mejorando la estabilidad de la molécula frente a la 
agregación, desnaturalización térmica y la degradación enzimática (Zhang y cols., 
2009). Mangolim y cols. (2014) procedieron a incluir curcumina en complejos de 
inclusión para solventar los problemas de fotosensibilidad del fármaco. Figueiras y 
cols. (2009) demostraron que la formación de complejos de inclusión entre β-CD y 
omeprazol aumentaba la estabilidad del fármaco en condiciones neutras, ya que 
omeprazol sólo es estable en medios alcalinos. 
1.5. ADMINISTRACIÓN DE FÁRMACOS POR VIA INTRANASAL 
Actualmente, la administración de fármacos por vía intranasal está adquiriendo una 
gran relevancia y está suponiendo, en algunos casos, una alternativa útil y favorable 
a la vía oral. Desde algunos años, esta vía se emplea para lograr una terapia efectiva 
y no invasiva, convirtiéndose en uno de los accesos más prometedores hacia el SNC 
evitando el paso a través de la BHE (Illum, 2000). 
La vía intranasal ha adquirido gran importancia por ser una vía de fácil acceso, 
ampliamente vascularizada y altamente permeable. Presenta una gran superficie, 
que le confiere una elevada permeabilidad a la mucosa nasal, permitiendo una 
rápida absorción del fármaco e inicio del efecto terapéutico (Dahlin y cols., 2001). 
Los fármacos administrados por esta vía se absorben y acceden directamente a la 
circulación sistémica, evitando la degradación de los mismos a nivel 
gastrointestinal, el efecto de primer paso hepático y el metabolismo intestinal, 
pudiendo reducir las dosis terapéuticas disminuyendo los efectos adversos de los 
fármacos (Costantino y cols., 2007). Por tanto, permite el acceso a la circulación 
sistémica de fármacos que no se absorben por vía oral o son inestables a pH gástrico. 
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No obstante, las principales limitaciones para la absorción de fármacos por esta vía 
se relacionan con la dificultad para transportar macromoléculas con un tamaño 
superior a 1 kDa a través de las membranas, así como el rápido aclaramiento 
mucociliar y la degradación enzimática (Putheti y cols., 2009). Ello, junto al volumen 
máximo de administración intranasal, limitado a 25 - 250 µL, y las alteraciones 
locales de la mucosa contribuyen a la gran variabilidad de acción entre pacientes 
que usan la vía nasal como ruta de administración de fármacos (Patil y cols., 2015). 
1.5.1. Anatomía y fisiología nasal 
La cavidad nasal ejerce diversas funciones, como por ejemplo la función olfatoria, la 
humidificación y calentamiento del aire inspirado, y la función defensiva, actuando 
como una barrera frente a la entrada de diversos agentes patógenos y sustancias 
nocivas (Kumar y cols., 2008).  
Con una profundidad de 12 - 14 cm desde el vestíbulo nasal hasta la nasofaringe, se 
estima que en adultos, la superficie de esta mucosa oscila entre 150 y 180 cm2, de 
los cuales de 5 - 10 cm2 constituyen el área olfatoria, la cual también tiene capacidad 
para absorber fármacos (Kanazawa y cols., 2017). La totalidad de la superficie no 
olfatoria se encuentra recubierta por una mucosa, de epitelio pseudoestratificado 
con células ciliares y células secretoras de moco (Kumar y cols., 2008).  
Así, la cavidad nasal está dividida en tres regiones principales (Dhakar y cols., 
2011):  
• La región vestibular, que se encuentra en la abertura frontal de los conductos 
nasales. Está recubierta de microvellosidades, cuya función es filtrar el aire 
inhalado para evitar que accedan partículas al sistema respiratorio. En esta 
región, la absorción de fármacos no es relevante. 
• La región respiratoria, la cual presenta un área superficial de 130 cm2 y se 
encuentra altamente vascularizada. Está constituida por epitelio columnar 
pseudoestratificado y cubierto por una densa capa de moco. En esta región es 
donde se produce una mayor absorción de los fármacos. 
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• La región olfatoria, con un área superficial de 15 cm2. Está constituida por tejido 
conectivo grueso y lámina propia. Esta es la región con potencial para favorecer 
el transporte de fármacos hacia el SNC. 
La mucosa nasal tiene un espesor de entre 2 - 4 mm. Las células del epitelio se 
alinean en el espacio nasal y están recubiertas por una capa de moco de 
aproximadamente 5 µm de grosor, encargada de atrapar las partículas no deseadas. 
La secreción mucosa está constituida por agua (95%), mucina (2%), sales (1%), 
proteínas (1%) y lípidos (1%), además de las IgA, IgE e IgG (Ozsoy y cols., 2009). El 
pH de dicha secreción nasal varía entre 5 y 6,5 unidades (Ugwoke y cols., 2005).  
En la tabla 4 se resumen las características del epitelio nasal. 
Introducción 
 
- 142 - 
 
Región nasal Histología  Función Área superficial Vasculatura Permeación 
Vestíbulo 
Epitelio 
estratificado 
escamoso 
Soporte 
Protección 
≈ 0,6 cm2 Baja Pobre 
Región respiratoria 
Células ciliadas 
Células 
caliciformes 
Células en cepillo 
Células basales 
Células 
endocrinas 
Soporte 
Aclaramiento 
partículas 
Secretor de 
moco 
130 cm2 Muy alta Buena 
Región olfativa 
Células basales 
Células olfatorias 
receptoras 
Glándula de 
Bowman 
 
Sentido del 
olfato 
 
≈ 15 cm2 Alta Entrada directa al SNC 
Tabla 4. Características del epitelio nasal.
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1.5.2. Mecanismos de transporte de fármacos tras la administración 
intranasal 
Una vez administrado el fármaco por vía intranasal, éste debe atravesar la capa 
mucosa que protege dicha cavidad. Tras cruzar esta barrera, el fármaco será 
transportado siguiendo un mecanismo paracelular o transcelular (Figura 12).  
Figura 12. Mecanismos de transporte de fármacos a través del epitelio nasal. A1: Espacios 
intercelulares; A2: Uniones estrechas; B1: Difusión pasiva; B2: Transporte activo; C: 
Endocitosis (Kushwaha y cols., 2011). 
• Transporte paracelular. En el epitelio nasal, las células están 
conectadas entre sí mediante uniones estrechas. Estas uniones son 
impermeables a moléculas de gran tamaño, aunque dichas uniones 
pueden modificarse permitiendo el paso de moléculas de pequeño 
tamaño. El proceso es independiente de la energía y se produce por el 
paso de los fármacos a través de los espacios acuosos entre las células 
mediante difusión pasiva lenta. En este caso, a mayor tamaño molecular, 
menor es la absorción intranasal (Yang y cols., 2014).  
• Transporte transcelular. La endocitosis mediada por receptores 
consiste en una vía de transporte de moléculas a través de diferentes 
receptores endógenos de la BHE. En este mecanismo, el tamaño 
molecular puede condicionar el mecanismo de endocitosis. Otros 
parámetros como la carga superficial de las moléculas también influyen 
en este proceso (Yang y cols., 2014). 
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Adicionalmente, en la mucosa nasal pueden encontrarse sustancias como 
glucoproteína P, transportadores orgánicos de cationes y transportadores de 
dopamina y serotonina. Estos transportadores transfieren aminoácidos, aminas y 
cationes (Agu y cols., 2003) y siguen un mecanismo conocido como proceso 
mediado por portador (Kandimalla y Donovan, 2005).  
1.6. ADMINISTRACIÓN INTRANASAL DE FÁRMACOS HACIA EL SNC 
Debido al aumento en la incidencia de las enfermedades cerebrales y 
neurodegenerativas asociadas al envejecimiento de la población, el desarrollo de un 
sistema eficiente de administración de fármacos hacia el SNC se convierte en una 
prioridad en la industria farmacéutica (Gabathuler, 2010). 
Sin embargo, la administración de fármacos al cerebro constituye un reto aún por 
alcanzar, ya que este órgano se encuentra protegido por la BHE y la barrera del 
fluido cerebroespinal, dos estructuras que aseguran la permeabilidad selectiva del 
cerebro a las moléculas circulantes. Estas barreras físicas, metabólicas y reguladas 
por transportadores, limitan el número de fármacos capaces de acceder al SNC 
(Chen y Liu, 2012). En este sentido, la cavidad nasal ofrece una oportunidad única 
en la administración de fármacos hacia el SNC (Wen y cols., 2011). Numerosos 
autores han demostrado que la administración de moléculas de pequeño y gran 
tamaño por vía intranasal son capaces de eludir la BHE accediendo a través de los 
nervios de la cavidad nasal, es decir, los nervios olfatorios y trigémino. Al ser el 
neuroepitelio olfativo la única región del SNC que no está protegido por la BHE, 
constituye el único acceso hacia el cerebro (Pardeshi y Belgamwar, 2013). Por su 
parte, el nervio trigémino participa notablemente en la comunicación entre la nariz 
y el cerebro y se considera tener un papel relevante en la vectorización de fármacos, 
especialmente en la región posterior cerebral (Chapman y cols., 2013). 
Por tanto, tras la administración de moléculas activas por esta vía, éstas pueden 
acceder al SNC a través de tres vías principales (figura 13): a) el nervio olfatorio, 
que inerva el epitelio olfatorio nasal y termina en el bulbo olfatorio; b) el nervio 
trigémino, que inerva el epitelio respiratorio y olfatorio a través de sus 
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ramificaciones oftálmica y maxilar, terminando en el tallo cerebral y bulbo olfatorio, 
respectivamente; c) la vía vascular (Thorne y cols., 2004). 
Como se expone en el esquema de la figura 14, el fármaco accede desde el espacio 
submucoso hasta el compartimento cerebroespinal mediante los nervios olfatorio y 
trigémino (Illum, 2000). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Características de la cavidad nasal (Sonvico y cols., 2018). 
 
Figura 14. Esquema de la administración intranasal de fármacos hacia el cerebro (Sonvico y 
cols., 2018). BHE: barrera hematoencefálica. CSF: fluido cerebro-espinal. 
Introducción 
 
 
- 146 - 
 
La vía vascular proporciona un mecanismo secundario o indirecto de vectorización 
de fármacos que implica, en primer lugar, la absorción en circulación sistémica y, 
posteriormente, la entrada en el cerebro al cruzar la BHE (Dhuria, 2010).  
Como resumen, el uso de la vía nasal permite el acceso del fármaco al SNC tras 
cruzar la barrera mucosa y ser absorbido por las neuronas y translocado a lo largo 
de los axones nerviosos (trigémino y olfativo), accediendo así al cerebro.  
1.6.1. Factores que afectan a la administración intranasal de fármacos hacia 
el SNC 
El diseño de una formulación intranasal con fines a administrar fármacos a nivel 
cerebral conlleva el control de diversos factores. Entre otros, cabe destacar las 
características fisicoquímicas del fármaco, los excipientes a incluir en la 
formulación y la condición fisiológica de la cavidad nasal. En la figura 15 se recoge 
un esquema de dichos factores (Dhakar y cols., 2011). 
1.6.1.1. Tamaño y polaridad molecular 
La baja biodisponibilidad de algunos fármacos se puede atribuir a la alta polaridad 
o al elevado tamaño de las moléculas. La vía intranasal es efectiva, rápida y adecuada 
para administrar fármacos de peso molecular inferior a 1000 Da. En este sentido, 
numerosos estudios han demostrado que las partículas inferiores a 1 µm pueden 
absorberse rápidamente por vía intranasal (Huang y Donovan, 1998), mientras que 
moléculas de mayor tamaño, como algunas proteínas y péptidos se transportan por 
endocitosis a través del epitelio nasal (Jadhav y cols., 2007). 
1.6.1.2. Aclaramiento mucociliar 
El aclaramiento mucociliar constituye un mecanismo de defensa que adquiere un 
impacto significativo en la administración y transporte del fármaco. Este eficaz 
mecanismo de protección elimina rápidamente sustancias nocivas, partículas y 
microorganismos atrapándolos en la capa mucosa, cuyo espesor oscila entre 10 y 
15 mm (Jadhav y cols., 2007). 
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Dicho mecanismo limita en gran medida el tiempo de residencia de los fármacos en 
la cavidad nasal. Con el fin de minimizar este efecto, una estrategia ampliamente 
utilizada consiste en incorporar agentes mucoadhesivos a la formulación, capaces 
de proporcionar bioadhesión a la vez que aumentar la viscosidad, contrarrestando 
el aclaramiento mucociliar, aumentando el tiempo de residencia de la formulación 
en la cavidad nasal, mejorando la biodisponibilidad sistémica y reduciendo la 
variabilidad de la absorción nasal (Merkus y cols., 1998).  
 
Figura 15. Factores que interfieren en la administración nasal de fármacos (Dhakar y cols., 
2011). 
 
Factores que interfieren en la administración nasal de fármacos  
Propiedades 
fisicoquímicas 
del fármaco
Peso molecular
Tamaño de 
partícula
pKa y coeficiente de 
reparto
Solubilidad
Polimorfismo
Factores de 
formulación
Función del excipiente 
empleado (solubilizante, 
mejorar la absorción...)
Forma farmacéutica 
(sólido, líquido, 
semisólido)
pH, viscosidad y 
osmolaridad
Concentración del fármaco
Volumen administrado
Factores 
fisiológicos y 
anatómicos
Flujo sanguíneo 
nasal
Aclaramiento 
mucociliar
Degradación 
enzimática
Lugar de 
deposición del 
fármaco en la 
cavidad nasal
Condición física 
de la mucosa 
nasal
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1.6.1.3. Degradación enzimática 
Numerosos estudios han demostrado que ciertos fármacos, proteínas y péptidos 
pueden ser degradados por la actividad enzimática de la cavidad nasal (Bogdanffy, 
1990; Zhang y cols., 2016; Kaur y cols., 2015).  En las células del epitelio nasal se 
encuentran enzimas hidrolasas, glutatión S-transferasas, isoenzimas del citocromo 
P450, que juegan un papel importante en la degradación de fármacos en la mucosa 
nasal. Esta barrera enzimática puede superarse mediante el uso de inhibidores 
enzimáticos en las formulaciones (Na y cols., 2004; Shin y cols., 2004). 
1.6.2. Estrategias para aumentar el tiempo de residencia de fármacos en la 
cavidad nasal 
Las formulaciones convencionales para administración intranasal contemplan 
dispositivos tales como gotas o aerosoles los cuales, como es bien sabido, son 
eliminados rápidamente de la cavidad nasal, presentando un tiempo de residencia 
de entre 12 y 15 minutos (Luppi y cols., 2009). Aunque este tiempo de permanencia 
de los vehículos líquidos puede mejorarse aumentando, por ejemplo, la viscosidad 
del mismo, las soluciones viscosas son difíciles de administrar en forma de gotas o 
aerosol (Bigucci y cols., 2008). Por otra parte, se ha demostrado que las 
formulaciones en polvo tienen tiempos de residencia nasal más prolongados que las 
soluciones, pero requieren dispositivos mucho más sofisticados para su 
administración (Keith, 2006).  
Por ello, se han desarrollado diversas estrategias que permitan superar estas 
limitaciones, entre las que se incluyen el uso de profármacos, inhibidores 
enzimáticos, promotores de la absorción, sistemas mucoadhesivos o el desarrollo 
de nuevas formas farmacéuticas de administración. 
1.6.2.1. Profármacos 
Como ocurre para otras vías de administración, estas especies sin actividad 
farmacológica que son metabolizadas al compuesto activo mediante un proceso 
químico o enzimático, son útiles para mejorar problemas de solubilidad, estabilidad 
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o permeabilidad de los fármacos a través de las membranas biológicas (Higuchi y 
Stella, 1975). Así, para favorecer la difusión de los fármacos hidrófilos a través de 
las membranas, se añaden grupos hidrófobos, que aumentan la lipofilia de las 
moléculas polares, favoreciendo su capacidad para atravesar la membrana (Wang y 
cols., 2005). En este sentido, autores como Meredith y cols. (2015) han empleado 
profármacos para la administración intranasal de proteínas y péptidos para el 
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.  
1.6.2.2. Inhibidores enzimáticos 
En la mucosa nasal existen numerosas enzimas que actúan como barrera 
impidiendo el paso de los fármacos que se administran por vía intranasal. Para 
evitar la degradación enzimática que producen las células endoteliales de la mucosa 
nasal, se emplean inhibidores de peptidasas y peptidasas, como bacitracina, 
boroleucina, amastatina y purimicina, empleadas para evitar la degradación 
enzimática de fármacos como la hormona luteinizante y la hormona de crecimiento 
(Dhakar y cols., 2011). 
1.6.2.3. Promotores de la absorción   
Los promotores de la absorción inducen cambios reversibles en la estructura del 
epitelio nasal. En la administracion intranasal de fármacos, los potenciadores de la 
absorción más empleados son tensioactivos, sales biliares, polisacáridos como 
chitosan y ciclodextrinas, y gelatinas (Sinswat y Tengammuay, 2003). El mecanismo 
de acción de estos promotores no es conocido, pero al parecer, actúan modificando 
la permeabilidad de las células epiteliales de la mucosa mediante modificaciones en 
la bicapa lipídica, aumentando la fluidez de la membrana o la apertura de las 
uniones estrechas de las células epiteliales aumentando, por tanto, el transporte 
paracelular (Ekelund y cols., 2005). Aunque los promotores de la absorción mejoran 
la biodisponibilidad del fármaco, existe una relación directa entre este efecto y el 
daño causado a la membrana (Zaki y cols., 2006). Sin embargo, se ha demostrado 
también que algunos promotores como el chitosan, las ciclodextrinas y los 
fosfolípidos favorecen con creces la absorción de fármacos, sin causar daños en las 
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membranas, ya que penetran a través de las uniones estrechas. Por otro lado, el uso 
de potenciadores poliméricos como el chitosan, al presentar un elevado peso 
molecular, no son absorbidos, minimizando de este modo, la toxicidad sistémica 
(Maestrelli y cols., 2004).  
1.6.2.4. Sistemas mucoadhesivos 
El aclaramiento mucociliar es uno de los factores limitantes en la administracion 
intranasal de fármacos, ya que reduce el tiempo de permanencia de los fármacos en 
la cavidad nasal. Para mejorar este parámetro, se han diseñado los sistemas 
mucodhesivos (Bertram y cols., 2006). Por regla general, estos sistemas están 
constituidos por un polímero sintético o natural, mucoadhesivo, que tras contactar 
con la mucosa nasal, absorbe agua y comienza a hincharse. Posteriormente, el 
polímero penetra en la capa mucosa, permitiendo la penetración y absorción de la 
formulación a través de las uniones estrechas del epitelio de la mucosa nasal 
(McInnes y cols., 2005).  
Los sistemas mucoadhesivos también pueden mejorar la disolución de fármacos 
poco solubles en agua. Gavini y cols. (2011) observaron una mejora de la solubilidad 
de roquitamicina incluida en microesferas de chitosan en comparación con el 
fármaco libre tras su administracion por vía intranasal.  
El fenómeno de mucoadhesión es adecuado para aquellos tejidos recubiertos de 
mucosa como la zona bucal, sublingual, vaginal, rectal, ocular, gastrointestinal y 
nasal (Smart y cols., 1984; Tsuneji y cols., 1984; Morimoto y cols., 1991). Para que 
tenga lugar la interacción entre los polímeros y la mucosa, se requiere un grado 
óptimo de polaridad del polímero para hincharse lo suficiente y entrar en contacto 
con la capa mucosa, favoreciéndose la interpenetración entre las cadenas 
poliméricas y la mucosa para lograr la bioadhesión (Patil y Sawant, 2008). Diversos 
polímeros biocompatibles y biodegradables han sido utilizados para formular los 
sistemas mucoadhesivos, como alcohol polivinílico (Swamy y Abbas, 2012), PLGA 
(Guerrero y cols., 2008), chitosan (Alhalaweh y cols., 2009), 
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hidroxipropilmetilcelulosa, hidroxipropilcelulosa y alginato de sodio (Rathananand 
y cols., 2007). 
Dentro de los sistemas mucoadhesivos, cabe destacar los insertos nasales, que son 
formas de dosificación sólidas bioadhesivas que permiten una liberación 
prolongada del fármaco en la cavidad nasal. El principio de los insertos consiste en 
la adherencia del sistema en la mucosa nasal aprovechando las propiedades 
bioadhesivas que presenta, transformándose posteriormente en un gel que actúa 
como una matriz que controla la liberación del fármaco a través de la mucosa. Este 
sistema se disuelve en la cavidad nasal, por lo que no hay necesidad de retirar los 
insertos una vez que se haya agotado el fármaco (Algin-Yapar, 2014). Luppi y cols. 
(2010) diseñaron insertos intranasales de chitosan/peptina para mejorar la 
biodisponibilidad de fármacos antipsicóticos en el tratamiento de enfermedades 
neurológicas, favoreciendo la liberación y permeación del fármaco tras su 
administracion por vía intranasal. McInnes y cols. (2005) realizaron estudios de 
liberación in vivo de insertos intranasales de nicotinamida, demostrando una 
liberación prolongada del fármaco tras su administracion por vía intranasal. 
El chitosan es un polímero de naturaleza policatiónica ampliamente utilizado por 
sus propiedades biodegradables y mucoadhesivas (Sinha y cols., 2004), que 
favorece la disolución de fármacos insolubles. Es un polisacárido lineal obtenido de 
la desacetilación de la quitina obtenida de las conchas de los crustáceos. Se trata de 
una base débil, poco soluble en agua pero fácilmente soluble en soluciones acuosas 
ácidas, y prácticamente insoluble en todos los disolventes orgánicos (Dos Santos y 
cols., 2005). Se emplea como aglutinante o vehículo para controlar la liberación de 
fármacos, mejorando la disolución y la biodisponibilidad de fármacos insolubles 
(Sinha y cols., 2004). La propiedad mucoadhesiva del chitosan surge de las 
interacciones electrostáticas entre sus grupos amino catiónicos y los restos 
aniónicos de la capa mucosa, tales como grupos de ácido siálico y sulfónico 
(Lachman y cols., 1986). Patil y Murthy (2006) realizaron estudios in vitro de 
mucoadhesión en la mucosa nasal de oveja, demostrando que al aumentar la 
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concentración de chitosan en la formulación, se produce un incremento en la 
mucoadhesión, debido al aumento del número de aminoácidos catiónicos 
disponibles para interaccionar con restos de ácido siálico de la mucosa. Asimismo, 
este polisacárido también puede mejorar la permeabilidad de los fármacos a través 
del epitelio, así como disminuir el aclaramiento mucociliar, lo que conlleva a un 
prolongado contacto del fármaco con el epitelio de la mucosa nasal, mejorando la 
absorción del mismo (Smith y cols., 2004). 
1.6.2.5. Nuevas formulaciones de fármacos para administración nasal 
La vectorización de fármacos hacia el SNC por vía intranasal supone una estrategia 
muy útil de administración de fármacos, eludiendo la BHE. En los últimos años se 
han desarrollado formulaciones nasales que contienen liposomas, microesferas y 
nanopartículas poliméricas que permiten la administración de fármacos por vía 
intranasal. Estos sistemas, además del fármaco, pueden incluir inhibidores 
enzimáticos, potenciadores de absorción nasal y/o polímeros bioadhesivos que 
mejoran la estabilidad, la penetración a través de las membranas y el tiempo de 
retención del fármaco en la cavidad nasal.  
• Nanopartículas poliméricas 
Son partículas sólidas de tipo matriz de entre 100 y 200 nm en las cuales los 
fármacos son encapsulados, atrapados, disueltos o unidos químicamente a la matriz 
polimérica (Ameller y cols., 2003). Son sistemas biodegradables, biocompatibles y 
estables, posibilitando una liberación controlada del fármaco. Se han empleado 
diversos polímeros para elaborar nanopartículas capaces de ser vectorizadas hacia 
el SNC, empleando diferentes técnicas de preparación, dependiendo de las 
características del fármaco y del polímero. Las más empleadas suelen ser 
nanopartículas de chitosan, ya que presentan un tamaño de partícula pequeño, 
mejor permeabilidad a través de la mucosa nasal y capacidad de encapsular varios 
fármacos a la vez (Genta y cols., 2003). Autores como Fazil y Haque (2012) han 
investigado la capacidad de las nanopartículas de chitosan para mejorar la 
captación de rivastigmina en el cerebro tras su administracion intranasal. Los 
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resultados del estudio sugirieron que estos sistemas poliméricos constituían una 
buena opción para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, permitiendo la 
vectorización del fármaco directamente hacia el cerebro debido a su capacidad de 
adherencia de la formulación a la mucosa nasal. 
• Nanopartículas lipídicas 
Las nanopartículas lipídicas son sistemas transportadores coloidales como 
nanopartículas poliméricas, liposomas y nanoemulsiones (Estella-Hermoso y cols., 
2011). Dependiendo de su composición, las nanopartículas lipídicas pueden 
proteger el fármaco de su degradación, así como permitir una liberación controlada 
del mismo. Otra de sus ventajas es la facilidad de elaboración, así como su bajo coste. 
Además, la naturaleza lipofílica de estos sistemas facilita la penetración a través de 
la BHE mediante endocitosis. Entre sus limitaciones destaca su escasa estabilidad in 
vivo, baja capacidad para incluir fármacos hidrofílicos, así como la necesidad de usar 
agentes tensioactivos en su elaboración (Rostami y cols., 2014). 
Estos sistemas tienen mayor capacidad de atrapamiento de fármacos que las 
nanopartículas poliméricas, haciendo que los fármacos sean estables en su matriz 
lipídica. Debido al diámetro nanométrico, estos sistemas transportadores son 
ideales para ser absorbidos fácilmente tras atravesar las uniones estrechas de las 
células endoteliales de la BHE (Mishra y cols., 2010). Pardeshi (2013) desarrolló 
nanopartículas híbridas de ropinirol que fueron administradas por vía intranasal, 
obteniendo resultados farmacológicos satisfactorios minimizando los efectos 
perjudiciales sobre la mucosa nasal. 
• Liposomas 
Son vesículas esféricas constituidas por fosfolípidos y colesterol, con la capacidad 
de encapsular los fármacos en su interior, como ya ha sido explicado con detalle en 
el bloque I. 
De hecho, Jain y cols. (2007) administraron por vía intranasal liposomas de insulina 
recubiertos con chitosan y Carbopol® a ratas. Los resultados demostraron que esta 
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formulación fue efectiva debido a la capacidad mucoadhesiva de la formulación, que 
permitió una liberación sostenida de la insulina. Ding y cols. (2007) demostraron 
un inicio rápido y sostenido en la administración de levonorgestrel tras la 
administración de liposomas por vía intranasal. También se obtuvieron resultados 
interesantes tras la administración de un gel liposomal de aciclovir (Alsarra y cols., 
2008). El uso de un gel liposomal no sólo promovió el contacto prolongado entre el 
fármaco y el lugar de absorción, sino que también facilitó la absorción directa a 
través de la mucosa nasal. 
• Nanoemulsiones 
Son emulsiones O/W o W/O de escala nanométrica que tienen gotículas de tamaño 
inferior a 250 nm. Las nanoemulsiones son cinéticamente estables, pero 
termodinámicamente metaestables, por lo que hay que aportar energía para su 
formulación y se preparan con concentraciones más bajas de tensioactivos (Wen y 
cols., 2017). Varios estudios han empleado nanoemulsiones para vectorizar 
fármacos hacia el cerebro. Así, se han desarrollado nanoemulsiones mucoadhesivas 
de curcumina para ser administradas por vía intranasal, mejorando los problemas 
de solubilidad de curcumina (Sood y cols., 2014). Una nanoemulsión lipídica de 
ácido hialurónico resultó ser un portador adecuado para administrar curcumina y 
resveratrol desde la cavidad nasal hacia el SNC. 
• Microemulsiones 
Son sistemas transparentes constituidos por agua, lípidos y tensioactivos. 
Presentan un tamaño nanométrico comprendido entre 10 y 100 nm formándose de 
manera espontánea aportando energía. Requieren una mayor concentracion de 
tensioactivo en comparación con las nanoemulsiones. Existen en la literatura 
resultados interesantes de estos preparados para administración intranasal, como 
la microemulsión mucoadhesiva de rivastigmina, demostrando resultados 
favorables, ya que no presentó ciliotoxicidad nasal y fue estable durante tres meses 
(Shah y cols., 2015). Jogani y cols. (2008) prepararon microemulsiones de tacrina 
para mejorar su vectorización a nivel cerebral. Los resultados obtenidos de este 
Introducción 
 
 
- 155 - 
 
estudio demostraron la existencia de casi dos veces los los niveles cerebrales de 
tacrina en comparación con los niveles alcanzados tras la administracion intranasal 
de una solución de la molécula. 
• Microesferas 
Las microesferas son muy empleadas en la administración intranasal de fármacos. 
Suelen estar constituidas por polímeros mucoadhesivos que facilitan la liberación 
de  fármacos en la cavidad nasal. Estas microesferas protegen la molécula activa del 
metabolismo enzimático y, a su vez, mantienen la liberación del fármaco, 
prolongando así su efecto (Gavini y cols., 2008). En otras investigaciones, estos 
autores analizaron la mucosa nasal tras la administración de microesferas de 
alginato y chitosan que contienen metoclopramida (Gavini y cols., 2005). 
Observaron aperturas en las uniones estrechas del epitelio nasal y también 
demostraron las propiedades mucoadhesivas de las microesferas. Otros estudios 
llevados a cabo han dado resultados positivos en la administración intranasal de 
carbamazepina usando microesferas de chitosan (Gavini y cols., 2006), 
ciclodextrinas que usan chitosan y alginato como polímeros mucoadhesivos (Gavini 
y cols., 2008) y carvedilol utilizando microesferas mucoadhesivas de alginato (Patil 
y Sawant, 2008). 
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Levodopa sigue siendo el fármaco más utilizado en el tratamiento de la EP. Se 
administra en dosis elevadas, ya que la mayoría del fármaco se metaboliza en el 
organismo antes de llegar al cerebro. La administración de estas dosis provoca 
citotoxicidad, que resulta de la autooxidación de levodopa por los radicales libres 
que se forman, induciendo de esta forma el estrés oxidativo. También es cierto que 
la eficacia de este antiparkinsoniano se reduce con el tiempo debido a su baja 
biodisponibilidad, metabolismo y fluctuaciones de los niveles plasmáticos. Es por 
ello que para disminuir la citotoxicidad del fármaco y aumentar su 
biodisponibilidad, se propone desarrollar una nueva estrategia tecnológica de 
administración de levodopa, basada en la Nanotecnología. 
Actualmente, en el mercado farmacéutico no existe disponible un sistema de 
administración de fármacos dirigido directamente al SNC para el tratamiento de las 
enfermedades neurodegenerativas. Así, el objetivo principal de este bloque de la 
Tesis Doctoral se centra en diseñar una formulación liposomal de levodopa capaz 
de vehicular el fármaco hacia el SNC mediante una administración intranasal. 
Para ello, se dividirá este bloque en dos capítulos. En el Capítulo I, se procederá a 
evaluar la estabilidad de formulaciones liposomales de levodopa mediante el uso de 
diferentes antioxidantes, con el objetivo de mejorar la estabilidad de la molécula. El 
uso de antioxidantes resulta prometedor en el tratamiento de la EP, ya que previene 
el estrés oxidativo. En este capítulo estudiaremos la influencia de antioxidantes 
como curcumina, ácido ascórbico y superóxido dismutasa. Asimismo, se llevará a 
cabo el desarrollo de las formulaciones vesiculares por diferentes métodos de 
elaboración, con el fin de obtener la máxima encapsulación del fármaco. 
En el Capítulo II, se procederá al diseño y caracterización de complejos de inclusión 
de levodopa con ciclodextrinas, junto al antioxidante incluido en los liposomas. Se 
estudiarán diferentes ciclodextrinas para seleccionar aquella con mejores 
resultados de estabilidad referida al fármaco. La finalidad de estos ensayos es 
obtener una formulación estable para administración intranasal. La formulación 
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optimizada se aplicará en células neuronales y células de la microglía para evaluar 
su comportamiento. 
Posteriormente, la formulación seleccionada se incluirá en insertos para su 
administración intranasal. 
Para dar cumplimiento al objetivo general planteado en el capítulo I, se plantean los 
siguientes objetivos parciales: 
Objetivo 1: Diseño, desarrollo y caracterización de liposomas de levodopa y 
curcumina. 
O.1.1. Debido a los problemas de solubilidad de curcumina en medio acuoso, se 
plantea como objetivo realizar estudios de solubilidad en diferentes medios acuosos 
con el fin de seleccionar la composición adecuada para añadir este polifenol en el 
compartimento acuoso de los liposomas. Este objetivo se completa con la validación 
del método analítico y estudios de estabilidad de las formulaciones. 
O.1.2. Elaborar formulaciones de liposomas cargados con levodopa y curcumina y 
posterior estudio de estabilidad de la formulación optimizada, con el fin de analizar 
la influencia del antioxidante curcumina. 
Objetivo 2: Diseño, desarrollo y caracterización de liposomas de levodopa y ácido 
ascórbico. 
O.2.1. Optimizar el medio acuoso constituyente de la fase acuosa de los liposomas 
que contendrá ácido ascórbico. 
O.2.2. Elaborar y caracterizar las diferentes formulaciones desarrolladas con el fin 
de seleccionar la adecuada capaz de albergar levodopa y ácido ascórbico.  
Objetivo 3: Diseño, desarrollo y caracterización de liposomas de levodopa con 
ácido ascórbico y superóxido dismutasa. 
O.3.1. Diseñar y desarrollar una formulación de liposomas de superóxido dismutasa. 
O.3.2. Desarrollar una formulación de liposomas de levodopa con ácido ascórbico y 
superóxido dismutasa como antioxidantes.  
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Objetivo 4: Determinar la actividad antioxidante de cada una de las formulaciones 
optimizadas. 
Objetivo 5: Determinar la estabilidad de cada una de las formulaciones de levodopa 
en presencia de los distintos antioxidantes. 
Objetivo 6: Tras seleccionar ácido ascórbico como mejor estabilizador de levodopa, 
se procederá a desarrollar y caracterizar formulaciones de levodopa y ácido 
ascórbico mediante diferentes técnicas de elaboración, así como con diferentes 
agentes de carga superficial de las vesículas con el fin de seleccionar la tecnología 
más apropiada. 
A su vez, el capítulo II contiene los siguientes objetivos parciales: 
Objetivo 1. Desarrollar y caracterizar formulaciones de liposomas constituidas por 
complejos de inclusión de levodopa con diferentes ciclodextrinas y ácido ascórbico. 
O.1.1. Llevar a cabo un estudio comparativo del comportamiento de levodopa en 
presencia de β-CD y HP-β-CD. 
O.1.2. Estudiar la interacción entre la ciclodextrina y el colesterol y aportar 
alternativa a la formulación. 
Objetivo 2. Evaluar el efecto de las formulaciones de liposomas sobre las células 
neuronales y células de la microglía. 
Objetivo 3. Desarrollar insertos intranasales para la administración de la 
formulación optimizada por vía intranasal y seleccionar una composición en base a 
propiedades de liberación, permeación, hinchamiento y mucoadhesión del 
dispositivo para administración intranasal. 
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3.1. ESTUDIO DE LAS FORMULACIONES DE LEVODOPA CON ANTIOXIDANTES 
Partiendo de los grandes problemas de oxidación que presenta levodopa en medio 
acuoso, se desarrollarán formulaciones de nanoliposomas cargados de este fármaco 
en combinación con diferentes antioxidantes (curcumina, ácido ascórbico y SOD) 
con la finalidad de seleccionar el antioxidante que le confiera mayor estabilidad. 
Para ello, se procederá a la elaboración de las formulaciones liposomales mediante 
TLE, a su posterior caracterización así como la determinación de la actividad 
antioxidante y el consiguiente estudio de estabilidad de cada una de las 
formulaciones desarrolladas.  
3.1.1. Elaboración de formulaciones con curcumina 
El estudio tiene como finalidad analizar el poder antioxidante de la curcumina sobre 
levodopa. Sin embargo, debido a la inestabilidad que presenta este polifenol en 
medio acuoso, se procedió, en primer lugar, a realizar los estudios de 
preformulación necesarios, con el objetivo de controlar aquellos parámetros que 
pudieran afectar a la estabilidad del fármaco. Una vez obtenidos los parámetros 
óptimos para la curcumina, se procederá a formular ésta junto con levodopa con el 
fin de obtener una formulación estable.  
3.1.1.1. Estudio de solubilidad de curcumina en mezcla de disolventes 
Debido a la problemática presentada por la curcumina para solubilizarse en medio 
acuoso, se realizó en primer lugar un estudio de solubilidad en diferentes mezclas 
de disolventes. Para determinar la mayor solubilidad de la curcumina en disolventes 
comúnmente utilizados en formulación, se llevó a cabo este estudio en placas 
MultiScreen Solvinert 0,45 µm (Millipore). En cada pocillo se depositaron los 
volúmenes reflejados en la tabla 1 en el orden que aparecen y por último añadiendo 
el medio acuoso (Hepes 10 mM pH 7,4, PBS 10 mM pH 7,4 o Tris 10 mM pH 7,4) 
completando el volumen hasta 500 µL. La curcumina se añadió en solución (40 mM 
en DMSO). Seguidamente, la placa se mantuvo cerrada en agitación a 250 rpm 
durante 90 minutos en un baño agitador oscilante (Baño 320 OR Unitronic OR, 
Selecta P) y se empleó un sistema de filtración a vacío (Millipore, MultiScreen HTS 
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Manifold) para separar el fármaco disuelto para su posterior cuantificación (Chen y 
cols., 2009). Así, las muestras que presenten mayor porcentaje de solubilidad serán 
las seleccionadas para la elaboración de los liposomas. 
Tabla 1. Proporción de cosolventes añadidos para estudio de solubilidad de curcumina. PEG 
400: polietilénglicol 400. PG: propilenglicol. 
Muestras PEG 400 
(µL) 
PG 
(µL) 
Etanol 
(µL) 
Tween® 80  
(µL) 
Solución curcumina 
(µL) 
1 25 50 50 10 20 
2 50 50 50 10 20 
3 100 50 50 10 20 
4 50 25 50 10 20 
5 50 100 50 10 20 
6 50 50 25 10 20 
7 50 50 100 10 20 
8 50 50 50 5 20 
9 50 50 50 20 20 
10 50 0 0 0 20 
11 0 50 0 0 20 
12 0 0 50 0 20 
13 0 0 0 10 20 
14 0 0 0 0 20 
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3.1.1.2. Elaboración de liposomas de curcumina 
Los liposomas fueron elaborados por la técnica de evaporación en capa fina o 
método Banghan (TLE, Thin Layer Evaporation). Para formularlos, se seleccionaron 
colesterol (CH) y fosfatidilcolina (PC) como lípidos formadores de película y el lípido 
estearilamina (EA) como agente de carga positiva (Sinico y cols., 2005). La 
curcumina fue incluida en la fase oleosa debido a sus problemas de solubilidad en 
medio acuoso. 
Siguiendo la técnica de elaboración, en primer lugar, se procedió a la formación de 
la película lipídica. Para ello, se pesaron en un matraz de fondo redondo los 
componentes lipídicos y se disolvieron en una mezcla cloroformo/metanol 2:1, 
constituyendo ésta la fase orgánica de los liposomas. Para evaporar el disolvente, se 
aplicó vacío en rotavapor (Büchi R-210) acoplado a un baño termostatizado a 58 ºC 
(Büchi B-491) hasta la formación de una fina película. Se mantuvo a esta 
temperatura durante todo el proceso, valor superior a la temperatura de transición 
de fases de los lípidos presentes en la formulación. A continuación, se mantuvo 
durante 2 h a presión reducida para eliminar las trazas del disolvente. Es necesario 
trabajar a una temperatura superior a la de transición de los lípidos porque, de lo 
contrario, la estructura de los fosfolípidos de membrana permanecería en estado de 
gel y la bicapa no presentaría las características de rigidez e impermeabilidad 
necesarias para la encapsulación eficaz de los fármacos, de ahí que se seleccione 
como temperatura de calentamiento 58 ºC (Bangham, 1968; Bach y cols., 1995).  
A continuación, la película lipídica se hidrató con las mezclas de cosolventes 
previamente seleccionadas, tal como se recoge en la tabla 2 (Schinid y Thieme, 
1989). 
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Lotes 
PEG 400 
(µL) 
PG 
(µL) 
Etanol 
(µL) 
Tween® 80 
(µL) 
Agua 
(µL) 
Tampón 
Hepes (µL) 
Tampón 
PBS (µL) 
L1 500 250 125 25 2100 0 0 
L2 500 500 125 25 0 1850 0 
L3 0 0 0 50 0 2950 0 
L4 125 250 500 100 0 0 2025 
Tabla 2. Volumen de solventes añadidos en la fase acuosa en cada lote de liposomas de 
curcumina. El pH del tampón fue de 7.4. 
Finalmente, la muestra se sometió a 5 ciclos de agitación en vórtex durante 1 minuto 
intercalados con 5 minutos en baño termostatizado a 58 ºC hasta la obtención de un 
preparado opalescente donde se encuentran dispersos los liposomas. La realización 
de estos ciclos de vórtex da lugar a la reducción del tamaño medio de los liposomas. 
Las preparaciones se conservaron refrigeradas a 4 ºC hasta su posterior uso. 
3.1.1.3. Validación del método analítico 
Para cuantificar de forma exacta y precisa los fármacos en cada uno de los ensayos 
realizados, se desarrolló y validó un método analítico por HPLC, siguiendo la 
metodología oficial y previamente publicada por Cózar-Bernal y cols. (2013).  
Teniendo en cuenta las recomendaciones propuestas por USP, ICH y FDA vigentes, 
se hicieron los ajustes necesarios en cuanto a fase móvil y velocidad de flujo, 
adecuándolos a las condiciones óptimas para nuestro laboratorio, ya que se partió 
de un método publicado para cuantificación de curcumina (Musfiroh y cols., 2010). 
El presente método fue validado bajo la normativa de la ICH Q2(R1) 2005, 
evaluándose los siguientes parámetros: linealidad, precisión, selectividad, límites 
de detección y cuantificación, exactitud y robustez. 
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• Idoneidad del sistema 
Este parámetro se utilizó para verificar que la resolución y la precisión del sistema 
son adecuadas para el análisis a realizar. 
La idoneidad se ha validado inyectando seis réplicas de una solución estándar de 
curcumina (0,5 mg/mL), evaluándose la precisión en términos de desviación 
estándar relativa (coeficiente de variación, CV) del área del pico, además de los 
parámetros cromatográficos como el tiempo de retención y número de platos 
teóricos. Según la USP 40 el coeficiente de variación o desviación estándar relativa 
(RSD) debe ser inferior al 2%. 
• Precisión 
La precisión de un método analítico se define como el grado de concordancia entre 
los resultados de las pruebas individuales de los análisis repetidos en una muestra 
homogénea. Los estudios de precisión se dividen en repetibilidad y precisión 
intermedia, informándonos de los errores aleatorios. 
Repetibilidad. Se basa en realizar múltiples inyecciones de una solución estándar, un 
día determinado. Para curcumina, se inyectaron 10 veces consecutivas una solución 
estándar 0,5 mg/mL, y se calculó el RSD. Igualmente se trató una solución de la 
formulación (equivalente a 0,5 mg/mL curcumina). 
Precisión intermedia. El objetivo de este estudio es determinar la variabilidad del 
método efectuando una serie de análisis sobre la misma muestra en un mismo 
laboratorio, pero realizada por diferentes analistas y en diferentes días en 
condiciones operativas diferentes. 
• Selectividad 
La selectividad se define como la capacidad de un método analítico para medir y/o 
identificar un analito en presencia de otras sustancias químicas que pueden estar 
presentes en la muestra. En este estudio, se comparan los resultados del análisis de 
muestras con y sin analito, en presencia o ausencia de impurezas, productos de 
degradación, sustancias relacionadas o excipientes. 
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Para ello, se preparó una solución estándar de curcumina (0,5 mg/mL), una 
formulación de liposomas libre de curcumina y liposomas cargados con curcumina 
(0,5 mg/mL). Cada solución se inyectó en el cromatógrafo de acuerdo con las 
condiciones descritas en el método analítico y se midieron las muestras por 
duplicado. 
Además, en el estudio de selectividad, se llevaron a cabo estudios de degradación, 
donde las soluciones estándar y las muestras fueron sometidas a diferentes grados 
de estrés, siguiendo las directrices de la ICH. Estos estudios fueron realizados para 
demostrar la selectividad y estabilidad del estándar y de la muestra tras la 
exposición a condiciones extremas durante 24 horas, así como en condiciones de 
fabricación de las formulaciones. 
Se estudió el efecto del pH tras exponer las soluciones estándar de curcumina 0,5 
mg/mL a HCl 1N y NaOH 1N durante 24 horas. La degradación oxidativa se estudió 
mediante la exposición de las soluciones a H2O2 (3% v/v). El efecto de la exposición 
a la luz se estudió mediante la colocación de varios matraces que contenían la 
solución estándar de fármaco bajo la luz solar o la luz UV (254 nm) durante 24 horas. 
Para comprobar el efecto de la temperatura y de las ondas de ultrasonidos en la 
degradación del fármaco, las muestras se mantuvieron durante 1 hora en un baño 
de ultrasonidos termostatizado a 60 ºC.  
• Linealidad  
La linealidad es la capacidad del método para responder proporcionalmente a los 
cambios en la concentración o cantidad del analito en la muestra. El estudio de 
linealidad verifica que las soluciones de la muestra se encuentran en un rango de 
concentración donde la respuesta es linealmente proporcional a la concentración 
del analito.  
Para verificar la linealidad del sistema se trabajó con soluciones estándar de 
curcumina y para la linealidad del método, con liposomas cargados con curcumina, 
estableciéndose en ambos casos el siguiente intervalo de concentraciones: 25, 50, 
100, 125 y 150% de la concentración de referencia (0,5 mg/mL). 
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Este parámetro analítico se confirmó comprobando, en primer lugar, la 
homogeneidad de varianzas mediante el test de Cochran, el cual es indicativo de si 
el factor de concentración ejerce alguna influencia en la variabilidad de los 
resultados. Para ello, se calculó el valor de Gexp de la siguiente forma: 
 
donde Varmax es la varianza máxima y var es la varianza para cada concentración. 
El resultado obtenido se comparará con la G tabulada para p = 0,05, n= 2, k = 5. 
En caso de demostrar la homogeneidad de varianzas, se procedería a calcular la 
regresión lineal para la misma concentración y áreas corregidas por el método de 
los mínimos cuadrados. Si las áreas obtenidas para cada concentración muestran 
una relación lineal, estos resultados deben ser analizados mediante el método de 
los mínimos cuadrados. Además, se realizará el test de proporcionalidad, que 
permite evaluar si la recta pasa por el origen de coordenadas, determinando si la 
variable independiente es significativamente distinta de cero. Así, para llevar a cabo 
este test, se recurrió a la prueba de significación t de student (n = 4 grados de 
libertad, p = 0,05). 
De forma complementaria, se calculó el factor de respuesta (f), que expresa la 
relación entre el área y la concentración del analito, y puede tomarse como una 
expresión aproximada de la sensibilidad de calibrado. Los factores respuesta deben 
ser semejantes entre sí y cercanos al valor de la pendiente. Se calculó el factor de 
respuesta aplicando la expresión: 
f =
𝑎𝑟𝑒𝑎
concentración
 
• Límite de detección (LOD) y límite de cuantificación (LOQ) 
El límite de detección (LOD) es definido por la USP como la concentración más baja 
de analito que puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada. A su vez, 
el límite de cuantificación (LOQ) es la concentración más baja en una muestra que 
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puede ser medida dentro de un nivel aceptable de precisión y exactitud, en las 
condiciones experimentales seleccionadas. LOD se define para un pico que da una 
relación de señal-ruido de alrededor de 3:1, mientra que LOQ es el definido para un 
pico que da una relación de señal-ruido de alrededor 10:1. 
La determinación de estos parámetros se realizó inyectando seis soluciones 
estándar, cuya concentración se encuentra cerca de los límites de detección. El 
rango seleccionado fue de 0,01% a 0,1% y la solución estándar más diluida que 
presenta respuesta lineal es la considerada LOQ. 
• Robustez 
La robustez de cualquier procedimiento analítico según la ICH es “una medida de la 
capacidad del método para no verse afectado por pequeños cambios o variaciones 
deliberadas, y proporciona una indicación de su aptitud durante el uso normal”. 
Para determinar la robustez del método analítico, se variaron deliberadamente 
algunos parámetros cromatográficos dentro de un intervalo real, y se determinó su 
influencia cuantitativa sobre las variables respuesta. Los datos obtenidos de estos 
efectos permitirán juzgar si el método necesita ser revalidado cuando se cambian 
uno o más parámetros. Para ello, se utilizó un diseño factorial fraccional y se 
analizaron múltiples factores, minimizando así los costes económicos y el tiempo.  
El diseño seleccionado fue el de Taguchi, una poderosa herramienta matemática que 
permite predecir y prevenir problemas de calidad desde las etapas tempranas del 
desarrollo y diseño de un producto (Wu y Wu, 1997). El método de Taguchi se 
encuentra englobado en el ámbito de lo que se llama “ingeniería de calidad” (Xua y 
cols., 2011), la cual se define como “una serie de planteamientos para predecir y 
prevenir las dificultades o problemas que podrían ocurrir tras la finalización del 
producto y su uso bajo múltiples condiciones ambientales y de utilización durante 
el periodo de vida diseñado” (Wu y Wu, 1997). 
El objetivo del presente estudio fue evaluar la robustez del método desarrollado, 
focalizado en el sistema cromatográfico. Para demostrar este parámetro, se aplicó 
la metodología del diseño experimental (DOE), herramienta estadística que permite 
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evaluar los efectos y las interacciones de un gran número de factores diferentes al 
mismo tiempo con un número limitado de ensayos. 
El uso del diseño experimental multifactorial para optimizar las condiciones del 
ensayo reduce significativamente el tiempo total y el coste, al mismo tiempo que 
proporciona información esencial sobre el sistema de calidad (Belfast y cols., 2006). 
Por consiguiente, cuando se detectan factores que no son robustos, uno puede 
decidir cambiar el método o controlar más estrictamente el o los factores en 
cuestión (Kriera y cols., 2011). Por lo tanto, este método constituye el mejor índice 
para medir la calidad en un modelo sólido.  
La primera etapa en la aplicación del método de Taguchi consistió en organizar una 
matriz ortogonal adecuada, que depende del número de factores y sus niveles. En 
este estudio, se investigaron cuatro factores críticos relacionados con el método 
analítico (temperatura, pH de la solución tampón, porcentaje de acetonitrilo y 
velocidad de flujo), cada uno de ellos con tres niveles diferentes, como se muestra 
en la tabla 3. 
Factor 
Nivel 
-1 0 +1 
ACN (%) 48 50 52 
pH 2,0 2,2 2,4 
Temperatura horno (ºC) 24 25 26 
Velocidad flujo (mL/min) 1,1 1,2 1,3 
Tabla 3. Factores y niveles incluidos en el diseño de matrices ortogonales de Taguchi L9. ACN: 
acetonitrilo. 
Se investigaron como variables de respuesta el área del pico cromatográfico y el 
tiempo de retención del principio activo en la columna. Se seleccionó una matriz 
ortogonal estandarizada L9 (Tabla 4). Partiendo de una solución estándar de 
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curcumina (0,5 mg/mL), se realizó el ensayo por duplicado para asegurar la 
reproducibilidad de todos los datos. Una vez obtenidos éstos para cada 
experimento, se completó la matriz ortogonal. Posteriormente, se analizaron con la 
ayuda del Software DOEpack 2000 v.3.0.22, el cual permite estudiar el efecto de 
cada factor sobre las variables respuesta a través del análisis de medias (ANOM) y 
del análisis de varianzas (ANOVA). 
 Tabla 4. Matriz experimental modelo de Taguchi L9 para ensayo de robustez. 
3.1.1.4. Elaboración de liposomas de levodopa y curcumina 
Una vez optimizada la formulación de liposomas de curcumina, se procedió a incluir 
levodopa en la formulación con el objetivo de disponer ambos activos en la misma. 
Para comprobar la influencia de la curcumina sobre levodopa, se elaboraron las 
siguientes formulaciones: liposomas de levodopa (1 mg/mL), liposomas de 
curcumina (2 mg/mL) y liposomas de levodopa (1 mg/mL) y curcumina (2 mg/mL). 
Los liposomas se elaboraron por la técnica TLE explicada anteriormente en el 
apartado 3.1.1.2. del presente capítulo, obteniendo vesículas multilaminares. La 
fase lipídica, constituida por PC, CH, EA y curcumina, se disolvió en una mezcla 
cloroformo/metanol 2:1 y posteriormente evaporada hasta crear una película 
lipídica. Seguidamente, esta película se hidrató con la fase acuosa, la cual contenía 
Muestra ACN (%) pH Temperatura (ºC) Velocidad flujo (mL/min) 
1 48 2,0 24 1,1 
2 48 2,2 25 1,2 
3 48 2,4 26 1,3 
4 50 2,0 24 1,3 
5 50 2,2 25 1,1 
6    50       2,4 26 1,2 
7 52 2,0 24 1,2 
8 52 2,2 25 1,3 
9 52 2,4 26 1,1 
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levodopa disuelta en la mezcla de cosolventes seleccionada previamente en los 
estudios de solubilidad de curcumina (PEG 400, PG, Tween® 80, etanol y tampón 
Hepes pH 7,4) (Schinid y Thieme, 1989). Una vez hidratada, se sometió a 5 ciclos de 
agitación en vórtex durante 1 minuto, intercalados con 5 minutos en baño 
termostatizado a 58 ºC, hasta la obtención de un preparado opalescente donde se 
encuentran dispersos los liposomas. Finalmente se conservaron refrigerados a 4 ºC 
hasta su posterior uso. 
3.1.2. Elaboración de formulaciones con ácido ascórbico  
En este apartado se procedió a estudiar la capacidad antioxidante del ácido 
ascórbico sobre levodopa. Para ello, en primer lugar, se optimizó el medio de 
disolución de la molécula antioxidante, dada su influencia con el pH, para 
posteriormente ser incluida en la formulación liposomal junto al principio activo. 
En este caso, los liposomas se elaboraron por diferentes técnicas con el fin de 
obtener la formulación que confiriera mayor estabilidad al fármaco 
antiparkinsoniano. 
3.1.2.1. Optimización del medio de disolución de ácido ascórbico 
Con el fin de mejorar la estabilidad de levodopa en medio acuoso, se procedió a 
realizar una serie de estudios para determinar la concentración óptima de ácido 
ascórbico. Para ello, se estudió, en primer lugar, la influencia del medio acuoso, es 
decir, el tipo de tampón y su pH sobre la estabilidad de levodopa. 
La técnica consistió en añadir en viales opacos 1 mL de una solución de levodopa (1 
mg/mL) con cantidades crecientes de una solución de ácido ascórbico, obteniendo 
una concentración final que osciló entre 0,2 y 0,8 mg/mL. 
Cada solución se preparó en tampón Hepes o PBS, y se estudió la influencia del pH 
a 6,2 (pH mucosa nasal) y 7,4 (pH fisiológico). El uso de estos tampones se debe a 
su capacidad para controlar el pH de las soluciones. Además, son ampliamente 
empleados en estudios con cultivos celulares.  
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Las muestras se almacenaron a temperatura ambiente, protegidas de la luz durante 
72 horas para ser posteriormente analizadas mediante HPLC. 
3.1.2.2. Elaboración de las vesículas lipídicas de levodopa y ácido ascórbico 
La elaboración de las vesículas lipídicas se llevó a cabo por diferentes métodos, con 
la finalidad de conseguir la mayor estabilidad del principio activo en el medio 
acuoso y seleccionar aquella que presentase mejores resultados de encapsulación 
del fármaco. Cada una de las técnicas empleadas requirió la utilización de diferentes 
tipos de componentes con una función específica, que ayudarán a aportar unas 
propiedades específicas a las vesículas lipídicas. 
Para formularlos, se utilizaron los lípidos PC y CH como formadores de película, y 
EA (+) y DCP (-) como inductores de carga superficial.  
Basándonos en experiencias previas realizadas por el grupo de investigación, las 
cantidades utilizadas para cada uno de los lotes elaborados se reflejan en la tabla 5. 
Experimento PC (mg) CH (mg) EA (mg) DCP (mg) 
1 70 30 0,83 - 
2 70 30 1,66 - 
3 70 30 3,33 - 
4 70 30 - 0,83 
5 70 30 - 1,66 
6 70 30 - 3,33 
Tabla 5. Cantidades de los lípidos utilizados (mg) para la elaboración de liposomas. PC: 
Fosfatidilcolina; CH: Colesterol; EA: Estearilamina; DCP: Dicetilfosfato. 
En base a los resultados obtenidos en el apartado 4.1.1.2., se seleccionó el tampón 
Hepes a pH 6,2, para su incorporación en la fase acuosa de las vesículas. 
Una vez han sido concretados los componentes que conformarán las mismas, se 
procedió a la síntesis de las estructuras lipídicas por diferentes métodos, entre los 
que se encuentran los siguientes: evaporación en capa fina (TLE), evaporación en 
Materiales y métodos (I) 
 
- 185 - 
 
fase reversa (REV), método de calentamiento y congelación (FAT) y método de 
sonicación. 
• Método Bangham o TLE 
Este método, ya detallado en apartados anteriores, fue el método de partida para 
elaborar los liposomas de levodopa y ácido ascórbico. En base a la tabla 5, se 
pesaron en un matraz de fondo redondo los componentes lipídicos y el agente de 
carga, disolviéndose en 8 mL de cloroformo. Posteriormente, el disolvente orgánico 
se sometió a evaporación en rotavapor y presión reducida. Una vez formada la 
película lipídica, se dejó a temperatura ambiente hasta la eliminación completa del 
cloroformo y posteriormente se hidrató con 3 mL del medio acuoso, compuesto por 
una mezcla de levodopa y ácido ascórbico en tampón Hepes pH 6,2. 
A continuación, la mezcla resultante se sometió a cinco ciclos de agitación en vórtex 
por un tiempo de 1 minuto, seguido de 5 minutos a 58 ºC reposando en baño. 
Finalmente, la muestra se almacenó a 4 ºC en viales topacio con el fin de proteger al 
fármaco de la luz para evitar su oxidación.  
• Evaporación en fase reversa (REV) 
Este método se fundamenta en la formación de gotículas de agua estabilizadas por 
los fosfolípidos; dichas estructuras son conocidas como micelas invertidas, por lo 
que el método no requiere la formación de una película en el matraz utilizado 
(Maestrelli y cols., 2006). El procedimiento consistió en disolver los componentes 
lipídicos especificados en la tabla 5 en una mezcla de dietiléter y cloroformo en una 
relación 8:1 v/v. A continuación, se sometió el preparado a un proceso de sonicación 
a 0 ºC, hasta que la dispersión adquiere un aspecto lechoso, indicativo de la 
formación de micelas invertidas. Seguidamente, se rotaevaporó controlando la 
temperatura (58 ºC) y presión reducida, observando que la solución pasaba de un 
estado líquido a una fase de gel coloidal (Dua y cols., 2012). Este momento de la 
preparación constituye un punto crítico, ya que el gel colapsa y se produce 
inmediatamente la formación de las vesículas. Con el fin de obtener una máxima 
capacidad de encapsulación, se ha demostrado que la relación entre la fase orgánica 
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y la fase acuosa debe ser 3:1. Por esta razón, en nuestro estudio se adicionaron 3 mL 
de tampón Hepes (pH 6,2) que contenían disueltos levodopa y ácido ascórbico.  
La formulación se sometió a cinco ciclos de agitación, siguiendo la metodología 
descrita en el procedimiento anterior. Posteriormente se almacenó a 4 ºC, 
protegiéndola de la luz. 
• Método de calentamiento y congelación (FAT) 
Partiendo de la dispersión de liposomas multilaminares, se sometió la muestra a un 
proceso de congelación durante treinta segundos en nitrógeno líquido, 
calentándose en baño termostatizado posteriormente, a 58 ºC durante cinco 
minutos. Este proceso, que se repitió nueve veces, favorece el atrapamiento del 
fármaco ya que, durante el proceso de congelación, la bicapa de fosfolípidos se 
deshidrata y entra en contacto con el principio activo a encapsular (Abraham y cols., 
2005) y, por tanto, aumenta la encapsulación del fármaco disuelto en la fase acuosa. 
La muestra se dejó reposar a temperatura ambiente y se almacenó a 4 ºC protegida 
de la luz. 
• Método de sonicación 
La interrupción de la formación de dispersiones MLVs utilizando energía 
ultrasónica (sonicación) produce típicamente vesículas unilaminares pequeñas 
(SUV), dando lugar a estructuras con diámetros comprendidos en el intervalo de 15-
50 nm (Dua y cols., 2012). Así, tras la obtención de vesículas multilaminares por 
TLE, se sometió la muestra a un proceso de sonicación (100 W, 20 min, 58 ºC), 
dejándola reposar a temperatura ambiente y almacenándola finalmente a 4 ºC 
protegida de la luz. 
• Extrusión secuencial 
Las vesículas lipídicas multilaminares se sometieron a un proceso de extrusión, el 
cual tiene como objetivo la reducción del tamaño de los liposomas y obtener 
poblaciones unilaminares con una mayor uniformidad del tamaño de las vesículas. 
Esta técnica es aplicable en un amplio rango de concentraciones de lípidos (0-400 
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mg/mL) y prácticamente todos los lípidos y mezclas de ellos pueden ser extruidos, 
controlando la temperatura para que sea siempre superior a la temperatura de 
transición de fase del lípido. 
La reducción del tamaño de las vesículas se llevó a cabo con la ayuda de un extrusor 
mediante la aplicación de presiones moderadas (100 - 800 psi), gracias al 
acoplamiento de una bala de nitrógeno. De esta manera, se logra forzar el paso de 
las vesículas lipídicas a través de filtros de policarbonato de tamaño de poro 
definido. La presión empleada fue de 600 psi y se utilizaron filtros de policarbonato 
de 0,8 µm y 0,4 µm (200 bar), a través de los cuales se hizo pasar la muestra 10 veces 
por cada uno de estos filtros.  
Algunas consideraciones a tener en cuenta en el proceso se describen a 
continuación. En primer lugar, para obtener una mayor homogeneidad de las 
vesículas, es necesario filtrar las muestras sucesivamente a temperatura superior a 
la Tc; además, es recomendable que se realice la filtración empezando por el filtro 
que tiene mayor diámetro de poro y culminar con el de menor tamañ0. 
3.1.3. Elaboración de formulaciones con ácido ascórbico y superóxido 
dismutasa 
Una vez optimizada la formulación de liposomas de levodopa y ácido ascórbico, se 
procedió a introducir en la formulación SOD, con el fin de estudiar la capacidad 
antioxidante de ambas moléculas sobre levodopa. 
Para ello, en primer lugar, se procedió a optimizar la formulación de liposomas con 
SOD, para posteriormente unirla a la formulación de liposomas de levodopa y ácido 
ascórbico, ya que este compuesto enzimático presentaba unas características 
distintas a las otras moléculas que no permitieron incluirla con el resto de las 
sustancias en una misma formulación. 
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3.1.3.1. Elaboración de liposomas SOD 
La elaboración de las vesículas lipídicas SOD se llevó a cabo por el método TLE, 
explicado previamente en el apartado 3.1.1.2. La fase lipídica se compuso en este 
caso de una mezcla de 1,2 dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC), CH y EA, en 
una relación 6:3:0,5 (Vorauer-Uhl, 2001). Se seleccionó DPPC debido a la 
sensibilidad que presenta la enzima SOD al someterse a altas temperaturas, ya que 
este fosfolípido presenta una temperatura de transición menor que la PC (Kalra y 
Bally, 2013), lo cual permite trabajar en condiciones menos agresivas de 
temperatura, evitándose así que SOD se viera afectada por dicho factor. 
Posteriormente, los componentes lipídicos se disolvieron en 8 mL de cloroformo y 
se sometieron a rotavaporación, controlando la temperatura y presión. Una vez 
obtenida la película, se hidrató con 3 mL de una solución de SOD (0,5 mg/mL) en 
tampón Hepes pH 7,4. Se utilizó este valor de pH ya que estudios anteriores 
realizados por Rengel y cols. (2002) demostraron que la SOD presenta su máxima 
actividad enzimática a este pH. 
A continuación, se procedió a la formación de las vesículas mediante los ciclos de 
vórtex descritos en apartados anteriores, con la única modificación de controlar la 
temperatura a 40 ºC, por las características de la temperatura de transición del 
DPPC. 
3.1.3.2. Unificación de formulaciones 
Una vez optimizada la formulación de liposomas de SOD, se añadió la formulación 
de liposomas de levodopa y ácido ascórbico, previamente optimizada. 
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3.2. CARACTERIZACIÓN DE LAS FORMULACIONES 
3.2.1. Caracterización fisicoquímica 
Debido a la incompatibilidad que presenta la enzima SOD para ser formulada a 
temperaturas elevadas y a bajos valores de pH, se elaboraron de manera 
independiente ambas formulaciones para posteriormente unificarse en una, previo 
a su administración. Esta formulación será caracterizada exhaustivamente para 
determinar si la estabilidad de levodopa en medio acuoso se ve favorecida. 
El tamaño de las vesículas así como el índice de polidispersión se determinaron por 
espectroscopía de correlación fotónica, siguiendo la metodología previamente 
descrita en la presente memoria. 
Las formulaciones de liposomas que contenían curcumina se diluyeron 1:20 (v/v) 
en Hepes pH 7,4, mientras que las formulaciones de liposomas que incluían ácido 
ascórbico y SOD se diluyeron 1:20 (v/v) en Hepes pH 6,2. Las muestras se midieron 
a una temperatura de 25 ºC, por triplicado y se presentaron como media ± DS. 
Por otra parte, para determinar la carga superficial de los liposomas se introdujeron 
3 mL de la dispersión liposomal en el equipo Zetasizer Nano ZS, donde se calculó el 
potencial zeta () a partir de la movilidad electroforética (), como también queda 
recogido en el apartado correspondiente del Bloque I de la memoria. 
Las muestras se midieron a 25 ºC, empleando la misma dilución que para el tamaño, 
por triplicado y los resultados se presentan como media ± DS. 
3.2.2. Determinación de la eficacia de encapsulación 
La cuantificación de la fracción de levodopa encapsulada en los liposomas se llevó a 
cabo tras su extracción de los mismos con lauril sulfato sódico (0,5 % p/v) mediante 
un proceso de centrifugación.  
Para ello, se transfirieron a un eppendorf 0,7 mL de los liposomas preparados 
(almacenados 24 horas en refrigeración a 4 ºC) y se centrifugó la muestra durante 
60 min a 8000 rpm y 4 ºC (González-Rodríguez y cols., 2016). Así, se separó el 
sobrenadante del sedimento, siendo éste último diluido hasta 3 mL con lauril sulfato 
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sódico 0,5% p/v, sonicando y agitando con vórtex para garantizar la destrucción de 
las vesículas y la disolución de los fármacos encapsulados en el medio. El 
sobrenadante se diluyó a 2 mL con Hepes para cuantificar la fracción de fármaco no 
encapsulada. Finalmente, las soluciones resultantes se filtraron a través de un filtro 
de membrana (0,45 μm) para su cuantificación posterior mediante HPLC. Las 
muestras se analizaron por triplicado y la eficacia de encapsulación (EE) se 
determinó mediante la siguiente ecuación: 
𝐸𝐸 =
(
𝐴𝑚
𝐴𝑠𝑡𝑑
) × 𝐶𝑠𝑡𝑑 × 10,6
𝑋
×  100   
Donde, Am: Área cromatográfica de la muestra, Astd: Área cromatográfica del 
estándar, Cstd: Concentración de estándar del fármaco y, X: Cantidad teórica del 
fármaco 
3.3. DETERMINACIÓN CUANTITATIVA DE LAS MOLÉCULAS POR HPLC 
La cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) se ha convertido en el principal 
método para la separación de especies químicas estrechamente relacionadas entre 
sí, además de permitir realizar una identificación cualitativa (tiempo de retención) 
y una identificación cuantitativa (áreas de los picos) de las especies separadas 
(Skoog y cols., 2001; Femenía-Font y cols., 2005). 
El cromatógrafo utilizado (Lachrom Hitachi HPLC System Manager) se compone de 
cuatro unidades: bomba isocrática L-7100, inyector automático de muestras L-
7200, detector DAD L-7455 de longitud de onda variable e interfase D-7000. La 
columna cromatográfica empleada fue C18 (ZORBAX SB-C18 150 mm × 4,6 mm, 3,5 
µm). La determinación de las moléculas se llevó a cabo mediante la aplicación de 
HPLC de fase reversa (Badwe y cols., 2005).  
En la tabla 6 se recogen las condiciones cromatográficas utilizadas para la 
determinación de cada una de las moléculas empleadas en este capítulo. 
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Molécula Curcumina Levodopa 
Fase móvil (v/v/v) Ácido acético 2%:ACN 
(50:50) 
ACN:Ácido acético 2%:H2O 
mQ (30:50:20) 
Velocidad flujo (mL/min) 1,2 1 
Volumen inyección (µL) 10 20 
Temperatura horno (ºC) 25 25 
Longitud onda (nm) 420 280 / 265 
Tabla 6.  Condiciones cromatográficas para cuantificación en HPLC de diferentes moléculas. 
ACN: Acetonitrilo. 
3.4. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE 
Para evaluar la actividad antioxidante de los compuestos seleccionados en las 
formulaciones liposomales de levodopa, se usaron dos métodos químicos 
diferentes: el denominado ABTS y Xantina/Xantina oxidasa. 
3.4.1. Cuantificación de la actividad antioxidante de curcumina y ácido 
ascórbico 
Se seleccionó el ensayo ABTS para medir la actividad antioxidante de las moléculas 
curcumina y ácido ascórbico, así como su capacidad para eliminar radicales libres 
generados tanto en medio acuoso como lipófilo (Antolovich y cols., 2002).  
Se trata de una reacción basada en la capacidad de los antioxidantes para capturar 
el radical catiónico ABTS●+ (Pisoschi y cols., 2011). La generación de este radical 
constituye la base de uno de los métodos espectrofotométricos que han sido 
aplicados para medir la actividad antioxidante total de soluciones o sustancias 
puras y mezclas acuosas. Para la generación del radical catión ABTS●+, se procedió 
a mezclar 2,98 mM de ABTS y 0,98 mM K2S2O8 (persulfato de potasio) en agua 
purificada (Figura 1). Esta reacción implica la producción directa del cromóforo 
ABTS●+ verde-azul. La adición de los antioxidantes curcumina y ácido ascórbico al 
radical formado lo reduce a ABTS, de manera que el grado de decoloración como 
porcentaje de inhibición del radical catión ABTS ●+ está determinado en función de 
la concentración y el tiempo.  
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Figura 1. Reacción del ABTS. 
Esta solución será reducida por el antioxidante obteniendo una solución incolora, 
debido a la sustitución del átomo de nitrógeno por un átomo de hidrógeno, 
produciendo la decoloración de la solución.  
Metodológicamente, la mezcla ABTS-persulfato obtenida se almacenó en recipiente 
opaco a 4 ºC durante 16 h antes de su uso. A partir de esta solución se preparó una 
dilución (1: 10) con etanol para lograr una absorbancia de aproximadamente 0,7 a 
734 nm. Como solución estándar antioxidante de referencia se seleccionó Trolox 
(1,05 mg/mL en etanol absoluto), el cual es un derivado soluble del β-caroteno. 
Posteriormente, se prepararon las placas de ensayo añadiendo en placas de 96 
pocillos, un volumen de 10 μl de cada una de las muestras a analizar, que contenían 
levodopa y uno de los antioxidantes. Se analizaron diferentes concentraciones (2, 1, 
0,4, 0,2, 0,1, 0,04 y 0,02 mg/mL para la curcumina, y 0,2, 0,1, 0,04, 0,02, 0,01, 0,004 
y 0,002 mg/mL para ácido ascórbico). Las muestras en los pocillos fueron diluidas 
con 90 µL de etanol para reaccionar con 100 µL de la solución ABTS●+ fresca. La 
solución madre estándar de Trolox también se preparó en etanol y se diluyó para 
proporcionar siete concentraciones diferentes: 1,05, 0,525, 0,21, 0,105, 0,0525, 
0,021 y 0,0105 mg/mL. 
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La absorbancia se midió 6 minutos tras la preparación de la mezcla y todas las 
mediciones se realizaron por triplicado. En presencia del antioxidante en la 
muestra, el color azul-verdoso del radical ABTS•+ cambió a incoloro (disminución en 
la absorbancia) ya que el antioxidante puede reducir este radical hasta ABTS. Dicha 
decoloración de la muestra debe ser directamente proporcional al aumento de la 
actividad antioxidante de la muestra estudiada. 
La actividad antioxidante se definió como EC50, el cual mide la efectividad de un 
compuesto para inhibir una actividad biológica (Joshi y cols., 2010). En este ensayo, 
este parámetro mide la concentración de antioxidante necesaria para disminuir en 
un 50% la concentración inicial del radical ABTS•+, teniendo en cuenta que un IC50 
bajo está directamente asociado con una actividad antioxidante alta (Zhu y cols., 
2011). Finalmente, este parámetro se normalizó en relación al Trolox, como: EC50 
muestra / EC50 Trolox. 
3.4.2. Cuantificación de la actividad antioxidante de superóxido dismutasa 
Para la determinación de la actividad antioxidante de SOD, se empleó un método 
indirecto, basado en la aplicación del sistema de reacción xantina/xantina oxidasa. 
Este método cuantifica la cantidad de aniones superóxidos (O-2) formados mediante 
la reacción enzimática de los radicales SOD, con xantina/xantina oxidasa (X/XOD), 
a través del uso de nitroazul de tetrazolio (NBT), indicador comúnmente utilizado 
debido a la rápida respuesta a la oxidación y facilidad de uso (Iranzo, 2011). 
La actividad antioxidante de SOD se determinó mediante la utilización de un método 
espectrofotométrico. Dicho método consistió en una secuencia de reacciones en un 
medio que contenía 160 µL de tampón 0,1 M de glicina-NaOH (pH 9) y 6,75 µL de 
cada componente: Xantina (3 mM), EDTA (3 mM), L-dopa (0,002 mM), NBT (0,75 
mM), individualmente. A continuación, se dejó incubar a 20 ºC durante 10 min. La 
reacción comenzó tras añadir 6 mU de XOD y se continuó con la incubación a 20 ºC 
durante 20 min. Finalmente, se adicionaron 6,75 µL de CuCl6 6 mM, para detener 
dicha reacción. La actividad de la SOD fue cuantificada por espectrofotometría UV-
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visible utilizando el mismo equipo que anteriormente. Las muestras se midieron a 
una longitud de onda de 560 nm. 
Según este método, una unidad de enzima se define como la cantidad de SOD 
requerida para lograr una inhibición del 50% en la tasa de formación de colorante 
diformazano (Umasuthan y cols., 2013). 
Los resultados obtenidos se tratan teniendo como patrón de referencia una solución 
estándar de SOD. La ecuación utilizada para la determinación de la actividad fue la 
siguiente: 
% 𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎 =  
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑒𝑠𝑡á𝑛𝑑𝑎𝑟
× 100 
3.5. ESTUDIO DE ESTABILIDAD DE LAS FORMULACIONES 
Tras optimizar cada una de las formulaciones de liposomas de levodopa con los 
diferentes antioxidantes, se realizó un estudio de estabilidad en el tiempo con la 
finalidad de analizar la influencia sobre la encapsulación del fármaco en los sistemas 
vesiculares, así como obtener una formulación lo más estable posible. 
Para ello, las formulaciones en presencia de los diferentes antioxidantes 
(curcumina, ácido ascórbico y SOD), se almacenaron a 4 ºC durante 30 días. A 
tiempos predeterminados, se recogieron muestras para su posterior evaluación (0, 
2, 6, 9, 15 y 30 días). Las alícuotas recogidas se sometieron a centrifugación durante 
60 minutos, 8000 rpm y 4 ºC. La estabilidad de los liposomas frente a la solución 
estándar de levodopa-antioxidante se determinó midiendo el tamaño de las 
vesículas, el IP, el potencial zeta y el porcentaje de fármaco atrapado. 
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4.1. ESTUDIO DE LAS FORMULACIONES DE LEVODOPA CON ANTIOXIDANTES 
Como se ha comentado en el apartado de Introducción, levodopa continúa siendo a 
día de hoy el fármaco de elección en el tratamiento de la EP. Sin embargo, es un 
fármaco que presenta una corta semivida biológica (1 h), baja biodisponibilidad oral 
(˂ 1%) y sufre oxidación en medio acuoso (Vieira y Gamarra, 2016), entre otras 
propiedades.  
Autores como Mason y cols. (1949) ya defendían que la levodopa tiende a ser 
degradada en medio acuoso conduciendo a la formación de melaninas. Así, tras el 
estudio de degradación en Hepes pH 7,4 (figura 2), se muestra visualmente cómo 
una solución de levodopa (1 mg/mL) se degrada debido a la formación de 
melaninas, que se producen tras el proceso de oxidación de levodopa con el tiempo, 
observándose cómo la solución transparente torna a negruzca (Korytowski y cols., 
1987). 
 
 
 
 
 
Figura 2. Evolución de una solución de levodopa en tampón Hepes pH 7,4. A: tiempo cero; B: 
tiempo 2 días. 
Con la finalidad de solucionar el problema de estabilidad de levodopa en medio 
acuoso, se formularon liposomas con el objetivo inicial de proteger al fármaco de 
los agentes externos (Yadav y cols., 2011). Sin embargo, como se muestra en la 
figura 3, esta formulación no evitó la degradación del fármaco, mostrando una ligera 
coloración parda, muy diferente al aspecto que presenta una formulación placebo. 
La explicación a este resultado pudo buscarse en el hecho de que, en la formulación, 
el fármaco se encuentra disuelto en la fase acuosa, favoreciéndose así el proceso de 
oxidación (Spuch y cols., 2011). En base a estos antecedentes, y para evitar el 
A B 
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proceso de oxidación, se adicionaron antioxidantes a la formulación (Zaitone y cols., 
2013). 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Formulación de liposomas de levodopa (derecha) y liposomas control (izquierda). 
Por ello, el presente capítulo se centrará en la búsqueda de un antioxidante que 
confiera la máxima estabilidad a los liposomas de levodopa para su posterior 
acondicionamiento en la forma final. 
Con este objetivo se desarrollaron formulaciones de nanoliposomas cargados de 
levodopa en combinación con antioxidantes como curcumina, ácido ascórbico y 
SOD. El procedimiento será, en primer lugar, optimizar el medio de disolución de 
los antioxidantes, que posteriormente serán formulados junto al agente 
antiparkinsoniano. Tras diseñar y caracterizar cada una de las formulaciones se 
procederá a estudiar la actividad antioxidante y la estabilidad de cada una de las 
formulaciones. 
Una vez los resultados confirmaron que el ácido ascórbico fue el antioxidante que 
confirió mayor estabilidad a levodopa, se procedió a elaborar y caracterizar los 
liposomas de levodopa y ácido ascórbico mediante diferentes técnicas y además 
añadiendo agentes de carga a la formulación, con el objetivo de obtener la máxima 
estabilidad de la misma. 
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4.1.1. Estudios de formulaciones con curcumina 
4.1.1.1. Estudio de solubilidad de curcumina en mezcla de solventes 
La curcumina es un compuesto polifenólico poco soluble en agua (˂ 1 µg/mL). El 
estudio llevado a cabo para mejorar las propiedades de solubilidad demostró que 
este parámetro mejoró en aquellas muestras en las que se emplearon mezclas de 
solventes.  
Como se recoge en la tabla 7, el uso de un único solvente en el medio acuoso 
proporcionó valores inferiores de solubilidad que aquellos que llevaron mezclas de 
varios solventes, a excepción de la muestra 13, que sólo llevaba Tween® 80. Este 
efecto solubilizante pudo deberse a su naturaleza tensioactiva, que favoreció la 
reducción de la tensión superficial aumentando el área superficial disponible para 
la solubilización del fármaco (Chen y cols., 2003). Sin embargo, aunque el uso de 
Tween® 80 pareció mejorar la solubilidad de la curcumina, la adición de mezclas 
cuaternarias de diferentes solventes mejoró considerablemente este parámetro. 
Respecto al uso de diferentes soluciones tampón, el uso del tampón Tris contribuyó 
a empeorar la solubilidad del fármaco. 
Tras seleccionar las proporciones más adecuadas de cada solvente para mejorar la 
solubilidad de nuestro principio activo, se elaboraron y caracterizaron 4 lotes de 
liposomas con diferentes composiciones, que quedaron recogidas en el apartado 
3.1.1.2 para poder así seleccionar aquel que proporcionase mejores características 
fisicoquímicas. 
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Muestra Agua Tampón Hepes Tampón PBS Tampón Tris 
1 85 80 100 80 
2 95 35 78 50 
3 100 100 82 60 
4 37 92 59 60 
5 58 100 7 100 
6 100 70 0 45 
7 40 60 96 55 
8 100 40 27 25 
9 59 39 100 86 
10 29 2 1 1 
11 2 2 1 0 
12 0,8 0 1 0 
13 80 100 43 96 
14 0,08 0 1 0 
Tabla 7. Porcentajes de solubilidad de la curcumina en cada una de las mezclas de cosolventes 
y diferentes soluciones tampón. 
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4.1.1.2. Caracterización de liposomas de curcumina 
La caracterización de las formulaciones de curcumina se recoge en la tabla 8. Se 
puede observar que los diferentes lotes de liposomas presentaban valores de 
potencial zeta e IP similares; sin embargo, la formulación L2 fue la que presentó una 
mayor eficacia de encapsulación de fármaco; ello conllevó a un incremento en el 
tamaño de las vesículas de esta formulación respecto a las otras formulaciones, de 
forma que al aumentar la cantidad de fármaco incluido en el compartimento acuoso, 
se produjo un aumento del tamaño de las vesículas (Choudhury y cols., 2016).  
Lotes Tamaño (nm) IP Potencial zeta (mV) EE (%) 
L1 310,36  4,7 0,18  0,02 5,46  0,6 16  0,46 
L2 764,1  25,6 0,25   0,04 4,47  1,27 50 ± 0,75 
L3 128,5 4,9 0,30  0,19 1,52  0,4 4 ± 0,27 
L4 422,7 6,7 0,40  0,03 4,20  0,48 18 ± 0,81 
Tabla 8. Caracterización de las formulaciones de liposomas con diferentes mezclas de 
solventes. IP: Índice de polidispersión. EE: Eficacia de encapsulación. 
En el estudio, una determinada mezcla de PEG 400 y etanol exhibió un alto potencial 
de solubilización (Seedher y cols., 2003), de manera que la curcumina es atrapada 
por el PEG 400, aumentando la solubilidad de fármaco. Este mecanismo de 
atrapamiento del fármaco se produce también entre este polifenol y otras moléculas 
como PC (Began y cols., 1999; Yu y cols., 2010). En estos estudios, los autores 
demostraron la interacción hidrofóbica que se produce entre el fármaco y la PC 
quedando éste atrapado en el interior de los liposomas. Dicho proceso de atrapar el 
fármaco en el interior del liposoma favorece la solubilización del fármaco, así como 
su protección frente a las condiciones externas, mejorando así la estabilidad del 
mismo. 
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Sin embargo, a pesar de haber mejorado el parámetro de solubilidad, todas las 
formulaciones de liposomas presentaron bajo potencial z, muy inferior a 30 mV, por 
lo que estas formulaciones de liposomas, a priori, no gozan de buena estabilidad.  
4.1.1.3. Validación del método analítico 
En este estudio se ha desarrollado y validado un método por HPLC de fase reversa 
para la determinación de curcumina en liposomas con la mejor resolución 
cromatográfica posible. Este método permite el análisis de una amplia serie de 
muestras, evitando la posible degradación asociada a un tiempo de análisis 
prolongado. La preparación de la muestra fue simple, de corto tiempo de separación 
y habiendo considerado el bajo límite de cuantificación al iniciarse el estudio. El 
objetivo del método de preparación de la muestra fue eliminar las interferencias de 
los otros constituyentes de los liposomas, que permitan que el método sea 
reproducible, con una alta recuperación y empleando un número mínimo de pasos, 
así como corroborar la estabilidad de la formulación diseñada.  
• Idoneidad del sistema 
Se comprobó la idoneidad del sistema (system suitability) como requisito 
fundamental antes de empezar el ensayo de validación. Para ello se midieron los 
parámetros cromatográficos y la precisión del sistema cromatográfico, 
recogiéndose los datos en la tabla 9. 
Como se puede apreciar en la tabla 9, los resultados de este parámetro indican que 
la precisión del sistema como parámetro de mayor aplicación para la evaluación de 
la idoneidad del sistema, es óptima para iniciar el ensayo, ya que nos proporciona 
una variabilidad de los valores de área del pico de curcumina inferior al 2% (% RSD 
= 0,93), garantizando desde este punto de vista la leve dispersión entre inyecciones 
repetidas. Además, se verifica que los tiempos de retención del pico no presentan 
un desplazamiento significativo, siendo el tiempo de retención (TR) = 5,46 ± 0,67 
min. 
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Tabla 9. Resultados de la idoneidad del sistema previa a la validación del método para 
curcumina, donde TR: Tiempo de retención. SD: desviación estándar. RSD: desviación estándar 
relativa. 
• Precisión 
Repetibilidad 
Como define la ICH, la repetibilidad expresa la precisión del sistema, actuando en 
un corto intervalo de tiempo bajo las mismas condiciones. La ICH sugiere un mínimo 
de 10 inyecciones sobre una solución estándar y una muestra de liposomas de 
curcumina al 100% de la concentración nominal (0,5 mg/mL).  
Los resultados obtenidos fueron satisfactorios (%RSD estándar curcumina = 1,1%; 
%RSD liposomas curcumina = 1,56%), ya que la dispersión de los mismos fue 
inferior al 2%, tomando éste como criterio de aceptación. 
 
 TR (min) Área 
1 5,46 97318029 
2 5,50 96281965 
3 5,47 95267019 
4 5,46 97086393 
5 5,50 95168700 
6 5,40 96157834 
Promedio 5,46 96213323,33 
SD 0,04 891868,35 
RSD (%) 0,67 0,93 
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Precisión intermedia 
La precisión intermedia consistió en realizar un ensayo de repetibilidad, y se llevó 
a cabo con el objetivo de analizar si las condiciones operativas y ambientales 
afectaron a la variabilidad de los resultados. Para ello, se procedió a realizar un 
estudio comparativo entre los resultados obtenidos por diferentes operarios en 
distintos días. Cada estudio de repetibilidad se realizó mediante el análisis de dos 
inyecciones de dos muestras de liposomas de curcumina preparadas por cada 
analista. Los resultados obtenidos se recopilan en la tabla 10. 
 
Solución estándar curcumina 
(0,5 mg/mL) 
Solución liposomas curcumina 
(0,5 mg/mL) 
 Día 1 Día 2 RSD (%) Día 1 Día 2 RSD (%) 
Analista 1 
82168659 81721303 
0,29 
33449,445 33804,153 
1,08 
82279560 81980998 33037,074 33791,373 
Analista 2 
84068212 86442004 
1,5 
33005,988 31784,814 
1,81 
84375152 86413499 32927,49 32202,495 
Analista 1 
80258075 83145374 
1,97 
33005,547 32752,728 
0,54 
80670321 83341862 32570,91 30434,949 
Analista 2 
81931052 83559059 
1,44 
32867,163 33222,564 
1,31 
81081241 83381806 32941,116 32819,67 
RSD (%)   1,81   0,73 
Tabla 10. Precisión intermedia. Resultados de áreas de los picos cromatográficos para 
estándar de curcumina (0,5 mg/mL) y liposomas curcumina (0,5 mg/mL) en ensayos 
realizados con analistas y días diferentes. 
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Como indican los resultados obtenidos, se concluye que el método analítico 
desarrollado es repetitivo, ya que la variabilidad de los resultados no se ven 
influidos significativamente por el día del análisis, así como el tipo de analista que 
lo lleve a cabo, habiéndose obtenido unos %RSD inferiores al 2%. 
• Selectividad 
El estudio de selectividad consistió en evaluar de manera cuali y cuantitativa la 
influencia de los constituyentes de las formulaciones de los liposomas sobre el 
tiempo de retención, pureza cromatográfica y espectral y área del pico de 
curcumina, además de los posibles degradantes que pudieran generarse bajo 
condiciones de estrés. 
Selectividad cualitativa 
Una vez analizadas las muestras en el cromatógrafo, se observó que los 
constituyentes del placebo de liposomas no se retienen en el mismo tiempo de 
retención que los liposomas cargados de curcumina, demostrando la no 
interferencia de éstos sobre la mezcla de componentes. Además, el pico 
correspondiente al estándar de curcumina no se encontraba solapado 
espectroscópicamente con ninguno de los otros componentes y los constituyentes 
del placebo no absorben a la longitud de onda a la que lo hace nuestro fármaco. De 
esta forma, se comprobó cromatográfica y espectroscópicamente la selectividad 
cualitativa entre el placebo de liposomas y el estándar de curcumina (0,5 mg/mL). 
Selectividad tras someter las muestras a condiciones de estrés 
La selectividad también se demostró sometiendo un estándar de curcumina y la 
formulación a condiciones de estrés (condiciones ácidas, alcalinas, oxidantes, 
reductoras, calor-sonicación, luz solar y luz UV).  
En una primera aproximación, los estudios de degradación forzada revelaron 
mayores niveles de degradación en la solución estándar que en las formulaciones 
de liposomas, lo que denota una mayor estabilización del fármaco incluido en la 
formulación de liposomas y, por tanto, su efecto protector (figura 4). Así, los 
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liposomas protegían en más de un 90% a la curcumina en condiciones ácidas. Por 
otro lado, se observó un porcentaje de degradación superior al 50% en el resto de 
condiciones. 
Se apreció en los cromatogramas que el pico de curcumina en la solución estándar 
apareció en el minuto 5,7, mientras que el pico de la solución degradada apareció 
en el minuto 5,1 aproximadamente. En cambio, en las muestras de liposomas, el pico 
de curcumina se adelantó aproximadamente un minuto, apareciendo en torno a 4,8 
minutos. Ello demuestra que el tiempo de retención diferente en ambas 
preparaciones es indicativo de la diferente naturaleza de cada producto, pudiendo 
concluir que las formulaciones de liposomas tienen la propiedad de ser más 
hidrófobas que la solución estándar de curcumina (Salmani y cols., 2014). 
De acuerdo con estos resultados, se puede concluir que parámetros como el pH, el 
calor, las ondas de ultrasonidos y la luz solar deben controlarse para minimizar el 
proceso de degradación de la curcumina. 
Figura 4. Porcentaje de curcumina degradado en diferentes condiciones de estrés en liposomas 
y solución estándar. 
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• Linealidad 
El propósito de esta prueba fue demostrar que todo el sistema exhibe una respuesta 
lineal y que es directamente proporcional a un intervalo de concentración del 
analito objeto de estudio (curcumina). Se trabajó con una solución estándar de 
curcumina donde el 100% se correspondía a una concentración 0,5 mg/mL. La 
linealidad se evaluó a partir del 25% (0,125 mg/mL) al 150% (0,75 mg/mL) de la 
concentración nominal de la solución. Los resultados de este ensayo se recogen en 
la tabla 11. 
Nivel (%) Réplica 
Concentración 
final (mg/mL) 
Area (mAUs) 
Factor de 
respuesta 
Varianza 
I (25%) 2 0,125 24263 194107 65254 
II (50%) 2 0,25 48681 194726 3292 
III (100%) 2 0,5 98825 197650 46341 
IV (125%) 2 0,625 123023 196838 1166811 
V (150%) 2 0,75 143195 190927 2734408 
Media f  194849    
SD f  2753    
RSD (%)  1,41    
Tabla 11. Resultados del estudio de linealidad del sistema para curcumina. 
La representación gráfica (área vs concentración) permitió ajustar los datos a la 
ecuación de la recta y calcular su coeficiente de determinación (r²), como se recoge 
en la figura 5. 
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Figura 5. Representación gráfica de la linealidad del sistema para curcumina junto a su 
ecuación de la recta y coeficiente de determinación. 
Con estos resultados se comprobó la linealidad del método. Así, la ecuación que 
definió la respuesta del equipo mediante la técnica de los mínimos cuadrados fue y 
= 2108x – 55919; R² = 0,9997. 
Seguidamente, se comprobó mediante un ANOVA, la existencia de bondad en el 
ajuste de los datos, ya que p = 6,5610-19 indica la linealidad del sistema y p = 1,7710-
20 indica la linealidad del método. Se verificó mediante el test de Cochran la 
homogeneidad de varianzas, resultando que Gexp (0,4821) < Gtab (0,6838), lo que 
significa que las varianzas de las concentraciones son homogéneas y que el factor 
de concentración no influyó en la variabilidad de los resultados. 
Finalmente, se evaluó la linealidad a través de dos estudios. El primero de ellos se 
basó en la determinación de los coeficientes de variación de los factores respuesta 
(f), comprobándose que el mismo fue inferior al 2% (RSD = 1,89%), hecho que se 
confirmó gráficamente al ver que en la representación de los factores respuesta 
frente la concentración no se apreció un cambio en el valor de la pendiente. El 
segundo estudio fue el análisis de la significación estadística de la desviación 
estándar de la pendiente, cuyo valor resultó ser texp = 1.00 < ttab = 1,7613. Por lo 
y = 2108x - 55919
R² = 0,9997
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tanto, los resultados obtenidos y analizados desde un punto de vista estadístico nos 
permiten garantizar la linealidad del sistema cromatográfico y del método analítico. 
• LOD/LOQ 
Para la determinación del LOQ, se analizaron cinco soluciones estándar a baja 
concentración, en un rango del 0,01 % al 0,1 % de la concentración nominal (0,5 
mg/mL). A partir de la curva de calibración, empleando el método de los mínimos 
cuadrados, se determinaron la ecuación de la recta y los parámetros de ajuste, entre 
ellos el error estándar de la ordenada, datos que permitieron calcular la 
concentración mínima para ser detectado y cuantificado el activo bajo las 
condiciones cromatográficas descritas en el método analítico. 
Con los resultados de la figura 6 podemos colegir que los valores de LOD y LOQ 
fueron 0,000075 y 0,000125 µg/mL, respectivamente. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Representación del factor de respuesta frente a la concentración. 
• Robustez 
Para demostrar la robustez del método, se aplicó la metodología del diseño 
experimental, como se detalló en el apartado de Metodología. Los resultados 
obtenidos se irán discutiendo a continuación.  
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Análisis de la variable respuesta “área bajo la curva (AUC) del pico” 
Partiendo de los resultados obtenidos para esta respuesta, se analizó cómo los 
factores estudiados afectaron al área del pico del estándar de curcumina (figura 7 y 
tabla 12). Según el análisis ANOM complementado con el ANOVA, no se apreciaron 
diferencias estadísticamente significativas entre los factores estudiados. Aplicando 
las pruebas de contrastes para grupos heterogéneos se obtuvo que ninguno de los 
factores, así como sus interacciones, afectó a la variabilidad del área bajo la curva, 
observándose un bajo porcentaje de contribución de los diferentes factores 
estudiados.   
Figura 7. Gráfica de los efectos principales ANOM para la respuesta área bajo la curva del 
estándar de curcumina. 
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Tablas de ANOVA para Área (Promedios de respuesta) - Nivel alfa = 0,1 
ANOVA de una vía 
 Fuente SS DF MS F-ratio I-hat P % 
contrib 
 Entre 2,29E+17 8 2,862E+16 0,9769  0,508  
 Entre (error) 2,637E+17 9 2,93E+16     
 TOTAL 4,927E+17 17      
Un único grado de libertad ANOVA 
 Fuente SS DF MS F-ratio I-hat P % 
contrib 
A ACN (48 v 52) 4,082E+16 1 4,082E+16 1,393 -1.16E+08 0,268 8,3 
B pH (2 v 2,4) 7,255E+13 1 7,255E+13 0,002476 -4918000 0,961 0,0 
C Temperatura (24 v 
26) 
9,372E+12 1 9,372E+12 0,000319 -1767000 0,986 0,0 
D Flujo (1,1 v 1,2) 9,559E+14 1 9,559E+14 0,03263 -1,78E+07 0,861 0,2 
E ACN (48, 52 v 50) 1,534E+16 1 1,534E+16 0,5236 -6,19E+07 0,488 3,1 
F Flujo (1,1, 1,3 v 1,2) 5,817E+16 1 5,817E+16 1,985 1,206E+08 0,192 11,8 
G pH (2, 2,4 v 2,2) 5,809E+16 1 5,809E+16 1,983 1,205E+08 0,193 11,8 
H Temperatura (24, 26 v 
25) 
5,553E+16 1 5,553E+16 1,895 1,178E+08 0,202 11,3 
 Entre (error) 2,637E+17 9 2,93E+16     
 TOTAL 4,927E+17 17      
Tabla 12. ANOVA de la influencia de los factores evaluados sobre el área bajo la curva de la 
solución estándar de curcumina. 
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Partiendo de los resultados obtenidos para esta respuesta, se analizó igualmente 
cómo los factores estudiados afectaron al área bajo la curva de los cromatogramas 
correspondientes a los liposomas de curcumina (figura 8 y tabla 13). Según el 
análisis ANOM complementado con el ANOVA, se apreciaron diferencias 
estadísticamente significativas entre los factores estudiados (p < 0,001). Aplicando 
las pruebas de contrastes para grupos heterogéneos, se obtuvo que ninguno de los 
factores afectó a la variabilidad del área bajo la curva, pero de todos ellos, dos son 
los factores que hay que considerar con mayor énfasis en su control, debido a su 
porcentaje de contribución (tabla 17): el pH del tampón (35,8%) y la velocidad de 
flujo (30,6%). 
Figura 8. Gráficas de los efectos principales ANOM para la respuesta área bajo la curva de 
liposomas de curcumina. 
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Tablas de ANOVA para Área (Promedios de respuesta) - Nivel alfa = 0,1 
ANOVA de una vía 
 Fuente SS DF MS F-ratio I-
hat 
P % 
contrib 
 Entre 1,299E+12 8 1,624E+11 82,17*  <0,001  
 Entre (error) 1,779E+09 9 1,977E+09     
 TOTAL 1,317E+12 17      
Un único grado de libertad ANOVA 
 Fuente SS DF MS F-ratio I-hat P % 
contrib 
A ACN (48 v 52) 1,006E+11 1 1,006E+11 50,89* 183100 <0,001 7,6 
B pH (2 v 2,4) 4,72E+11 1 4,72E+11 2,38,8* 396700 <0,001 35,8 
C Temperatura (24 v 
26) 
6,209E+10 1 6,209E+10 31,41* 143900 <0,001 4,7 
D Flujo (1,1 v 1,2) 4,027E+11 1 4,027E+11 203,7* -366400 <0,001 30,6 
E ACN (48, 52 v 50) 2.845E+10 1 2,845E+10 14,4* 84340 0,004 2,2 
F Flujo (1,1, 1,3 v 1,2) 1,584E+11 1 1,584E+11 80,12* -199000 <0,001 12,0 
G pH (2, 2,4 v 2,2) 7,491E+10 1 7,491E+10 37,9* 136900 <0,001 5,7 
H Temperatura (24, 
26 v 25) 
2,012E+08 1 2,012E+08 0,1018 7092 0,757 0,0 
 Entre (error) 1,779E+10 9 1,977E+09     
 TOTAL 1.317E+12 17      
Tabla 13. ANOVA de la influencia de los factores evaluados sobre el área bajo la curva de la 
solución de liposomas curcumina. 
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Este fenómeno de influencia estadística se puede visualizar gráficamente con los 
diagramas de Pareto (figura 9) donde se representan gráficamente los efectos de los 
factores sobre la respuesta. Con respecto a los efectos positivos, la respuesta 
aumenta a medida que pasa de un nivel menor a uno mayor. Por el contrario, los 
efectos negativos se alcanzan cuando la respuesta disminuye, pasando de un nivel 
inferior a uno superior. La figura 9 muestra que los principales factores que 
afectaron a las áreas de los picos cromatográficos fueron el pH y la velocidad de 
flujo. Con respecto al pH, las áreas cromatográficas aumentaron significativamente 
a medida que el pH pasó de 2 a 2,4. Como es bien sabido, este parámetro está 
relacionado con la ionización de la curcumina y el aumento en el pH da lugar a un 
ligero aumento de la forma aniónica, dando como resultado una forma más soluble 
de la misma. 
Por el contrario, la relación entre la velocidad de flujo y el área del pico es negativa, 
resultado que puede relacionarse con el tiempo necesario para solubilizar la 
curcumina. 
Otros factores, como la proporción de ACN y la temperatura del horno, 
contribuyeron al aumento significativo de las áreas de los picos, en el sentido de que 
un nivel más alto de ACN y una temperatura más alta facilitan la elución de 
curcumina. 
 
 
 
 
 
Figura 9. Gráfica de Pareto de efectos principales e interacciones para la variable respuesta 
área bajo la curva de liposomas de curcumina. A: ACN (48 v 52); B: pH (2 v 2,4); C: Temperatura 
(24 v 26); D: Flujo (1,1 v 1,2); E: ACN (48, 52 v 50); F: Flujo (1,1, 1,3 v 1,2); G: pH (2, 2,4 v 2,2), 
H: Temperatura (24, 26 v 25). 
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Análisis de la variable respuesta “tiempo de retención” 
Partiendo de los resultados obtenidos para esta respuesta, se analizó cómo los 
factores estudiados afectaron al tiempo de retención a partir de la solución estándar 
(figura 10 y tabla 14). Según el análisis ANOM y el ANOVA, se apreciaron diferencias 
estadísticamente significativas entre los factores estudiados, p < 0,001. Aplicando 
las pruebas de contrastes para grupos heterogéneos, se obtuvo que los factores que 
interaccionaron con la variabilidad del tiempo de retención fueron el porcentaje de 
ACN (78,1%) y la velocidad de flujo (11%). 
Figura 10. Gráficas de los efectos principales ANOM para la respuesta tiempo de retención 
del estándar de curcumina. 
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Tablas de ANOVA para tiempo de retención (Promedios de respuesta) - Nivel alfa = 0,1 
ANOVA de una vía 
 Fuente SS DF MS F-
ratio 
I-hat P % 
contrib 
 Entre 7,67 8 0,9588 23,35*  <0,001  
 Entre (error) 0,3696 9 0,04106     
 TOTAL 8,04 7      
Un solo grado de libertad ANOVA 
 Fuente SS DF MS F-ratio I-hat P % 
contrib 
A ACN (48 v 52) 6,281 1 6,281 153* -1,447 <0,001 78,1 
B pH (2 v 2,4) 0,1459 1 0,1459 3,552* 0,2205 0,092 1,8 
C Temperatura (24 v 26) 0,05214 1 0,05214 1,27 0,1318 0,289 0,6 
D Flujo (1,1 v 1,2) 0,8873 1 0,8873 21,61* -0,5438 0,001 11,0 
E ACN (48, 52 v 50) 0,0009817 1 0,0009817 0,02391 -
0,01567 
0,881 0,0 
F Flujo (1,1, 1,3 v 1,2) 0,005208 1 0,005208 0,1268 0,03608 0,730 0,1 
G pH (2, 2,4 v 2,2) 0,2552 1 0,2552 6,214* 0,2526 0,034 3,2 
H Temperatura (24, 26 v 
25) 
0,04209 1 0,04209 1,025 0,1026 0,338 0,5 
 Entre (error) 0,3696 9 0,04106     
 TOTAL 8,04 17      
Tabla 14. ANOVA de la influencia de los factores evaluados sobre el tiempo de retención de la 
solución estándar de curcumina. 
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El gráfico de Pareto (figura 11) nos muestra cómo disminuyó el tiempo de retención 
de la curcumina al aumentar el porcentaje de ACN (factor A). Una ligera 
modificación en el porcentaje de ACN en la fase móvil contribuye a aumentar la 
polaridad del medio, mejorando la elución de curcumina. Por otro lado, cuando se 
varió la velocidad de flujo se observó una clara influencia en el tiempo de retención, 
de forma que este parámetro se incrementó cuando la velocidad de flujo se vió 
disminuida (factor D): como es lógico, un aumento en la velocidad de flujo conlleva 
a una aceleración de la elución de curcumina, reduciendo el tiempo de retención. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Gráfica de Pareto de efectos principales e interacciones para la variable respuesta 
tiempo de retención del estándar de curcumina. A: ACN (48 v 52); B: pH (2 v 2,4); C: 
Temperatura (24 v 26); D: Flujo (1,1 v 1,2); E: ACN (48, 52 v 50); F: Flujo (1,1, 1,3 v 1,2); G: pH 
(2, 2,4 v 2,2), H: Temperatura (24, 26 v 25). 
Asimismo, se analizaron cómo los factores estudiados afectan al tiempo de 
retención de los liposomas de curcumina (figura 12 y tabla 15). Según los análisis 
ANOM y ANOVA, se apreciaron diferencias estadísticamente significativas entre los 
factores estudiados (p < 0,001). Aplicando las pruebas de contrastes para grupos 
heterogéneos, se obtuvo que todos los factores interaccionaron con la variabilidad 
del tiempo de retención siendo de nuevo el porcentaje de ACN (74,4%) y la 
velocidad de flujo (20,5%) los más significativos. 
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Figura 12. Gráfica de los efectos principales ANOM para la variable respuesta tiempo de 
retención de liposomas de curcumina. 
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Tablas de ANOVA para tiempo de retención (Promedios de respuesta) - Nivel alfa = 0,1 
ANOVA de una vía 
 Fuente SS DF MS F-ratio I-hat P % 
contrib 
 Entre 14,64 8 1,83 353,6*  <0,001  
 Entre (error) 0,04657 9 0,005174     
 TOTAL 14,68 7      
Un único grado de libertad ANOVA 
 Fuente SS DF MS F-ratio I-hat P % 
contrib 
A ACN (48 v 52) 10,92 1 10,92 2110* -1,908 <0,001 74,4 
B pH (2 v 2,4) 0,1961 1 0,1961 37,9* -
0,2557 
<0,001 1,3 
C Temperatura (24 v 26) 0,3053 1 0,3053 59* -0,319 <0,001 2,1 
D Flujo (1,1 v 1,2) 3,014 1 3,014 582,5* -1,002 <0,001 20,5 
E ACN (48, 52 v 50) 0,1888 1 0,1888 36,49* -
0,2172 
<0,001 1,3 
F Flujo (1,1, 1,3 v 1,2) 0,003364 1 0,003364 0,6501 -0,029 0,441 0,0 
G pH (2, 2,4 v 2,2) 0,005776 1 0,005776 1,116 0,038 0,318 0,0 
H Temperatura (24, 26 v 
25) 
0,004225 1 0,004225 0,0325 0,0325 0,390 0,0 
 Entre (error) 0,04657 9 0,005174     
 TOTAL 14,68 17      
Tabla 15. ANOVA de la influencia de los factores evaluados sobre el tiempo de retención de la 
solución de liposomas de curcumina. 
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El diagrama de Pareto (figura 13) indicó que todos los factores evaluados afectan al 
tiempo de retención de las muestras de liposomas. Previamente ha sido expuesta la 
relación entre el pH y la ionización de curcumina. Por esta razón, una ligera 
modificación en el pH proporciona cambios en sus características de ionización, lo 
que produjo una modificación en la interacción entre la molécula, la fase móvil y la 
fase estacionaria C18. Por otro lado, hay que señalar que la temperatura incrementa 
la cinética de interacción cromatográfica, lo que conduce a una variación en el 
tiempo de retención de la muestra de liposomas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Gráfica de Pareto de efectos principales e interacciones para la variable respuesta 
tiempo de retención de los liposomas de curcumina. ACN (48 v 52); B: pH (2 v 2,4); C: 
Temperatura (24 v 26); D: Flujo (1,1 v 1,2); E: ACN (48, 52 v 50); F: Flujo (1,1, 1,3 v 1,2); G: pH 
(2, 2,4 v 2,2), H: Temperatura (24, 26 v 25). 
A modo de conclusión, los factores críticos a controlar para asegurar la robustez del 
sistema fueron el pH, velocidad de flujo y porcentaje de acetonitrilo. 
 
 
 
 
 
0
5
10
15
20
25
30
35
-1,2 -1 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0 0,2
A
B
C
D
E
F
G
H
Standarized effect /2
F
a
ct
o
r
Resultados y discusión (I) 
 
- 221 - 
 
4.2. ESTUDIOS DE FORMULACIONES CON ÁCIDO ASCÓRBICO 
4.2.1. Optimización del medio de disolución de ácido ascórbico  
Como se ha comentado anteriormente, levodopa sufre un proceso de autooxidación 
en medio acuoso formando melaninas, sustancia responsable del color negruzco de 
las soluciones (Swan, 1974). Este proceso oxidativo conlleva la formación de 
radicales libres, responsables asimismo de la degradación del fármaco (Kruk y cols., 
1999). Para ralentizar dicho proceso, se añadió en este caso, ácido ascórbico a la 
formulación, por ser éste un excelente captador de radicales libres, que actúa 
impidiendo la iniciación de la cadena oxidativa o interrumpiendo su propagación 
(Butterfield y cols., 2002). 
Así, resulta esencial conocer la concentración óptima del ácido ascórbico para 
determinar el medio de disolución más favorable que permita mejorar la estabilidad 
de la levodopa en la formulación. Para ello, se realizó un primer estudio acerca de la 
influencia del medio tampón y del pH del medio tras añadir ácido ascórbico a la 
formulación, ya que el comportamiento de este antioxidante puede modificarse en 
función de estos parámetros. 
De los resultados obtenidos (tabla 16) se observó que la concentración mínima de 
ácido ascórbico (0,2 mg/mL) resultó útil para ralentizar el proceso de oxidación de 
la levodopa, mientras que el efecto oxidativo se incrementaba a medida que la 
concentración del antioxidante aumentaba. 
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Tabla 16. Porcentaje de levodopa recuperada en las diferentes disoluciones preparadas. 
Concentración de levodopa en la solución: 1 mg/mL. 
No se ha encontrado una relación directamente proporcional entre la concentración 
de ácido ascórbico y el porcentaje de recuperación del fármaco. Más bien ocurre lo 
contrario: al aumentar la concentración de ácido ascórbico en el medio, se 
incrementa el proceso de oxidación del fármaco, hecho que puede deberse a la 
presencia de trazas de iones metálicos en el tampón que favorecen la formación de 
radicales libres del ácido, favoreciendo la oxidación de levodopa (Mikirova y cols., 
2012).  
El efecto antioxidante del ácido ascórbico sobre la levodopa se produciría siguiendo 
la siguiente secuencia: en soluciones tampón a pH 7,4, el 99,95% de ácido ascórbico 
aparece como ascorbato monoanión (AscH-), el 0,05% como ácido dehidroascórbico 
(AscH2) y el 0,004% como ascorbato dianión (AscH2-). El AscH- reacciona 
rápidamente con agentes oxidantes que lo convierten en un excelente antioxidante 
Ácido ascórbico  
(mg/mL) 
Hepes pH 7,4 PBS pH 7,4 Hepes pH 6,2 PBS pH 6,2 
Blanco 100 100 100 100 
0,2 100 90 100 70 
0,3 90 70 70 60 
0,4 80 70 60 40 
0,5 60 60 40 20 
0,6 40 50 30 0 
0,7 20 0 0 0 
0,8 0 0 0 0 
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(Bors y cols., 1997), AscH- dona un átomo de hidrógeno a un radical oxidante para 
producir el radical libre de ascorbato de tricarbonilo estabilizado por resonancia, 
correspondiendo R. con levodopa. 
AscH- + R. → Asc- + RH  
Por otra parte, cuantitativamente se observó que la solución de levodopa elaborada 
en tampón Hepes presentó resultados más favorables que la solución elaborada en 
tampón PBS, debido principalmente a su composición. Sin embargo, la variación de 
pH del medio no mostró resultados muy relevantes. 
En la figura 14 se observa visualmente la degradación que sufren las soluciones de 
levodopa a pH 7,4, mientras que las soluciones a pH 6,2 se mantienen más claras. 
También es posible apreciar que el tampón Hepes mostró mejores resultados que 
el PBS. Cuantitativamente, la diferencia entre ambos tampones es mínima, pero 
cualitativamente las diferencias fueron más patentes, demostrando que la 
disminución del pH favorece la estabilidad de las soluciones. 
En base a los resultados obtenidos, se pudo concluir que la solución de levodopa en 
tampón Hepes pH 6,2 fue la que mostró mejores resultados, resultando una solución 
totalmente nítida, así como un 100% en el porcentaje de recuperación de levodopa. 
Esta mejora en la estabilidad del fármaco al disminuir el pH del medio tiene su 
justificación, ya que el proceso de formación de melaninas se ve reducido cuando 
los valores de pH del medio disminuyen (Kruk y cols., 1989). Este hecho está 
claramente relacionado con el estado de ionización del fármaco y concuerda con los 
valores óptimos de la constante de disociación de los grupos hidroxilo. Además, el 
ácido ascórbico disminuye su estabilidad a pH más altos, reduciéndose su actividad 
antioxidante. Es por ello que un valor de pH más bajo favorece la capacidad 
antioxidante de esta vitamina (Kibbe, 2009). 
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Figura 14.  Imágenes de soluciones de levodopa y ácido ascórbico a diferentes pH y tampones. 
1. Tampón Hepes pH 7,4; 2. Tampón Hepes pH 6,2; 3. Tampón PBS pH 7,4; 4. Tampón PBS pH 
6,2. 
Este efecto de reducir la degradación de levodopa cuando se reduce el pH de la 
solución concuerda con estudios realizados por Kankkunen y cols. (2002), que 
demuestran que en medio ácido existe un “obstáculo” para evitar el 
desprendimiento de las moléculas de hidrógeno, lo cual se traduce en una mejor 
estabilidad del fármaco.  
De acuerdo con estos resultados, se seleccionó el tampón Hepes pH 6,2 y 0,2 mg/mL 
de ácido ascórbico para formular liposomas cargados con levodopa (1 mg/mL). 
4.3. ESTUDIOS DE CARACTERIZACIÓN DE LIPOSOMAS 
Debido a los problemas de estabilidad en medio acuoso que presenta levodopa, se 
decidió formular el fármaco incluido en liposomas y añadir un antioxidante a la 
formulación. Tras optimizar el medio de disolución de cada uno de los 
antioxidantes, se procedió a la elaboración y caracterización de cada una de las 
formulaciones liposomales, con la finalidad de obtener la formulación que 
proporcione mayor estabilidad a la molécula de levodopa. 
En este apartado se comenzará analizando cada una de las formulaciones de manera 
independiente, ya que los medios de disolución empleados para cada antioxidante 
son diferentes, según sus requerimientos fisicoquímicos. A continuación, se 
seleccionará la formulación que confiera mayor estabilidad a la molécula 
antiparkinsoniana. 
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4.3.1. Liposomas de levodopa y curcumina 
Tras optimizar la formulación liposomal con curcumina, se procedió a elaborar y 
caracterizar liposomas de levodopa con este antioxidante, con la finalidad de 
analizar su efecto sobre el fármaco antiparkinsoniano. 
Para determinar la influencia del antioxidante sobre el fármaco, se caracterizaron 
las siguientes formulaciones elaboradas mediante TLE: liposomas de levodopa (1 
mg/mL), liposomas de curcumina (2 mg/mL) y liposomas de levodopa (1 mg/mL) 
y curcumina (2 mg/mL). 
En la tabla 17 se observa que la formulación de liposomas de levodopa y curcumina 
presentó valores de tamaño superiores a los liposomas constituidos por una sola 
molécula, lo cual se justifica ya que, al aumentar la cantidad de fármaco o al añadir 
más de una molécula en el compartimento liposomal, se produce un aumento del 
tamaño de las vesículas (Choudhury y cols., 2016), como era de esperar. 
Tabla 17. Caracterización de formulaciones de liposomas. IP: Índice de polidispersión; EE: 
Eficacia de encapsulación. 
 
Muestra 
Tamaño 
(nm) 
IP Potencial Z (mV) EE (%) 
Liposomas L-dopa 764,1 ± 25,6 0,25 ± 0,04 4,47 ± 1,28 50 ± 0,25 
Liposomas 
curcumina 
686,2 ± 27,4 0,10 ± 0,05 7,95 ± 0,91 95 ± 0,32 
Liposomas 
L-dopa/curcumina 
804,2 ± 21,1 0,31 ± 0,06 4,45 ± 0,46 
95 ± 0,6 
(Curcumina) 
25 ± 0,22  
(L-dopa) 
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Respecto al IP, también se aprecia un incremento de este parámetro en la 
formulación constituida por ambos fármacos, indicando que las vesículas lipídicas 
presentaron mayor dispersión en cuanto a tamaño, exhibiendo la formulación una 
población heterogénea (Rajan y cols., 2011). 
En cuanto al potencial zeta, las formulaciones de liposomas de levodopa y de 
levodopa/curcumina presentaron valores similares (4 mV). Este resultado es 
indicativo de que la formulación puede tender a inestabilizarse como consecuencia 
de la aparición de fenómenos de agregación (Villasmil-Sánchez y cols., 2010). 
Asimismo, se observó un descenso importante en la EE de levodopa tras añadir el 
antioxidante curcumina en la bicapa lipídica de la formulación, lo que puede 
explicarse en base al método de preparación, ya que la curcumina se ubica en la 
bicapa lipídica, proporcionando rigidez a la membrana y reduciendo el espacio 
acuoso para que levodopa sea atrapada (Choudhury y cols., 2016). Otra razón por 
la que se produce un descenso en la encapsulación de levodopa al incluir curcumina 
en la formulación podría deberse a la incapacidad de curcumina para captar 
radicales libres en medio acuoso debido a que este polifenol, en medio acuoso, 
ejerce su capacidad eliminadora de radicales libres cuando se encuentra en la forma 
tautomérica enólica (Goel y cols., 2008). En este estudio, los liposomas están 
elaborados a pH fisiológico y la curcumina a pH neutro se encuentra en la forma 
tautomérica ceto, actuando como un potente donador de átomos de hidrógeno, por 
lo que no se favorece la captación de radicales libres (Jovanovic y cols., 1999) ni su 
acción antioxidante. 
4.3.2. Liposomas de levodopa y ácido ascórbico 
Una vez optimizado el medio de disolución del ácido ascórbico, se elaboraron y 
caracterizaron liposomas de levodopa y ácido ascórbico, con el objetivo de estudiar 
la capacidad antioxidante de esta nueva molécula. 
Para determinar la influencia del antioxidante sobre el fármaco, se elaboraron las 
siguientes formulaciones mediante TLE: liposomas de levodopa (1 mg/mL), 
liposomas de levodopa (1 mg/mL) y ácido ascórbico (0,2 mg/mL). 
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Tras dejar las formulaciones en reposo a 4 ºC durante toda la noche, se procedió a 
su caracterización midiendo su tamaño, IP, potencial z y eficacia de encapsulación. 
En la tabla 18 se aprecia que la formulación de liposomas constituida por levodopa 
y ácido ascórbico presentó un tamaño superior a los liposomas constituidos por una 
sola molécula, debido a que al aumentar la cantidad de fármaco o al añadir más de 
una molécula en el compartimento acuoso, se produce un aumento del tamaño de 
las vesículas, como ocurrió con la formulación anterior de curcumina (Choudhury y 
cols., 2016). Sin embargo, se obtuvieron valores de potencial z superiores, 
rindiendo, por tanto, una mayor estabilidad de la formulación (Villasmil-Sánchez y 
cols., 2010) y un aumento en la encapsulación de levodopa. Probablemente, el 
antioxidante protege al fármaco de la oxidación, atrapando los radicales libres que 
se producen en su proceso de autooxidación (Butterfield y cols., 2002). 
Muestra Tamaño (nm) IP Potencial z (mV) % EE 
Liposomas L-dopa 1200 ± 0,09 0,8 ± 0,20 18,76 ± 0,70 32 ± 0,20 
Liposomas L-dopa/AA 2210 ± 0,06 0,13 ± 0,07 22,90 ± 0,04 43 ± 0,01 
Tabla 18. Caracterización de las formulaciones de liposomas. IP: Índice de polisdispersión; EE: 
Eficacia de encapsulación; AA: Ácido ascórbico. 
Además, esta formulación presentó un IP inferior respecto a las muestras ausentes 
del antioxidante, lo que nos llevó a afirmar que presentaba una menor dispersión 
en cuanto a tamaño, con una población de liposomas más homogénea (Rajan y cols., 
2011). 
4.3.3. Formulaciones con SOD 
Una vez se ha optimizado el medio para que el ácido ascórbico ejerza su máxima 
acción antioxidante, parece ser que al encapsularlo junto a levodopa en liposomas, 
continúa ejerciendo su actividad pro-oxidante, y por tanto, manteniendo la 
estabilidad de la molécula antiparkinsoniana (Fennema, 1976). 
Fijada la composición cuantitativa de las muestras de liposomas de levodopa y ácido 
ascórbico, se procedió a introducir SOD en la formulación. Como se comentó en 
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materiales y métodos, la SOD es una enzima termolábil que no puede ser sometida 
a elevadas temperaturas. Por ello, se elaboraron los liposomas de SOD cambiando 
el fosfolípido PC por DPPC, cuya temperatura de transición de lípidos es 40 ºC, en 
lugar de los 58 ºC de la PC (Bach y cols., 1995). Además, debido al elevado tamaño 
de las vesículas, éstas fueron sometidas a un proceso de extrusión con el fin de 
mejorar las características de los sistemas. 
Una vez elaborados los liposomas de SOD, se procedió a su caracterización (tabla 
19). 
Lote Tamaño (nm) IP Potencial z (mV) 
TLE 2175 ± 167 0,96 ± 0,05 41 ± 1,2 
Extrusión 707 ± 14,50 0,06 ± 0,06 17 ± 1,39 
Tabla 19. Caracterización de la formulación de liposomas de SOD. IP: Índice de polidispersión. 
Como se pudo observar, los liposomas elaborados por la técnica TLE mostraron un 
elevado tamaño e IP, pero tras el proceso de extrusión, ambos parámetros se 
redujeron considerablemente, obteniéndose una muestra más homogénea, así 
como un tamaño acorde al diámetro de poro utilizado en el extrusor (800 nm). Así 
mismo, el potencial z de la muestra tras el proceso de la extrusión mostró valores 
muy inferiores, resultado que concuerda con los estudios realizados por Villasmil-
Sánchez y cols. (2010) donde se demuestra que, al extruir los liposomas, la 
estructura de bicapa inicial se reorganiza, y las cargas pueden orientarse de manera 
que se favorezca la neutralización con el medio, lo que ocasiona una reducción en el 
valor de este parámetro. Estos resultados son indicativos de que la extrusión 
favorece la estabilidad y homogeneidad de la muestra. Por tanto, se plantea la 
hipótesis de que la técnica de preparación pueda ejercer influencia en la estabilidad 
de las vesículas y del fármaco. Esta variable, junto a la evaluación de la actividad 
antioxidante de las mismas serán abordadas en el siguiente apartado de la memoria. 
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 4.4. CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE 
4.4.1. Actividad antioxidante de curcumina y ácido ascórbico 
Como se detalló en el apartado de metodología, se empleó la técnica del ABTS para 
determinar la concentración media inhibitoria de la actividad antioxidante de las 
muestras de liposomas de curcumina, liposomas de levodopa y curcumina y 
liposomas de levodopa y ácido ascórbico. Los resultados de este estudio se recogen 
en la figura 15, donde se representa el porcentaje de captación de ABTS en función 
de la concentración de antioxidante. Todas ellas mostraron un aumento de actividad 
antioxidante a medida que se aumenta la concentración de éstos en la formulación. 
 
Figura 15. Resultados estudio actividad antioxidante ABTS sobre curcumina y ácido ascórbico. 
En concreto, las muestras de curcumina, a una concentración de 9,21 ng/mL 
arrojaron el 72,3 y el 33,7%, mientras que el trolox utilizado como antioxidante 
control mostró un 91,8% de captación de ABTS a esta concentración. Además, las 
muestras de ácido ascórbico mostraron una actividad similar a trolox (92% aprox) 
pero con una menor concentración de antioxidantes (7,6 ng/mL). 
Por otra parte, los valores calculados de EC50 para todas las muestras exhibieron 
diversos grados de actividad. Mientras las muestras de ácido ascórbico mostraron 
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EC50 a una concentración inferior a 0,5 μg/mL, los liposomas de curcumina 
mostraron actividad antioxidante similar al grupo de ácido ascórbico con EC50 a 5 
μg/mL. Además, la EC50 más baja 0,23 fue indicativa de que el ácido ascórbico fue 
más eficaz que Trolox (EC50 1), lo que indica su capacidad para actuar como 
captador de radicales libres a bajas concentraciones, en comparación con muestras 
de curcumina que mostraron valores alrededor de 3,4 y 10,8.  
Esta diferencia de comportamiento antioxidante de la curcumina respecto al ácido 
ascórbico se pudo justificar porque este polifenol no es capaz de capturar los 
radicales libres producidos por la levodopa en medio acuoso. En este medio, el 
polifenol pierde su capacidad de eliminar radicales libres cuando está en forma 
tautomérica enólica (Goel y cols., 2008). En cambio, al formularse los liposomas a 
pH fisiológico, la curcumina a este pH se encuentra en forma ceto tautomérica, 
actuando como un potente donador de átomos de hidrógeno y evitando la captación 
de radicales libres, como ya se adelantó en un apartado anterior (Jovanovic y cols., 
1999).  
4.4.2. Actividad antioxidante de SOD 
La actividad de SOD ha sido evaluada mediante un método indirecto por el cual se 
valora la actividad antioxidante en el sobrenadante obtenido de las vesículas 
lipídicas elaboradas por TLE y tras su extrusión.  
En este estudio se obtuvieron valores similares de actividad en ambas 
formulaciones, superiores al 35% (tabla 20). 
Lote Actividad SOD (%) 
TLE 35,38 ± 0,01 
Extrusión 46,58 ± 0,01 
Tabla 20. Actividad enzimática SOD de liposomas elaborados por TLE y extruidos. 
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Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Umasuthan y cols. (2013), cuyos 
sistemas mostraban una actividad SOD del 40 %, lo cual demuestra que los 
liposomas elaborados con SOD mantenían una actividad enzimática favorable, 
pudiéndose utilizar como agentes antioxidantes. Por tanto, el proceso de extrusión, 
mediante el cual se obtuvieron vesículas unilaminares con un compartimento 
acuoso importante, se mostró favorable para encapsular este tipo de moléculas 
activas hidrófilas. 
Para obtener una actividad del 100%, la bibliografía recomienda utilizar una 
temperatura de 20 ºC y un pH de 9 (Umasuthan y cols., 2013). Sin embargo, como 
es de esperar, estas condiciones no son favorables para la elaboración de nuestras 
formulaciones, ya que para la formación de las vesículas lipídicas se requiere una 
temperatura de transición entre 40-58 ºC y el pH tiene que ser similar al fisiológico 
para su posterior administración en humanos (González-Rodríguez y cols., 2016).  
4.5. ESTUDIOS DE ESTABILIDAD 
4.5.1. Estudio de estabilidad de curcumina 
Con el fin de analizar la estabilidad de curcumina con el tiempo, se llevó a cabo un 
seguimiento a las muestras de liposomas de curcumina durante 30 días, teniendo 
como control una solución estándar. Los resultados obtenidos mostraron una 
reducción continua en la concentración del fármaco a lo largo del tiempo en todas 
las muestras (figura 16). El estándar de curcumina se degradó aproximadamente en 
un 80% en los 30 días que se realiza el estudio, debido a la inestabilidad de la 
molécula en soluciones neutras o alcalinas (Chen y cols., 2009). 
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Figura 16. Porcentaje de curcumina recuperada de la solución estándar y de las muestras de 
liposomas. 
Por otra parte, en la tabla 21 se detalla los resultados obtenidos tras la 
caracterización de la formulación a tiempos predeterminados durante el estudio de 
estabilidad. Los liposomas de curcumina mostraron pocos cambios en el tamaño de 
las vesículas y su IP durante los primeros 13 días de almacenamiento en nevera a 4 
ºC. A partir de este tiempo, los liposomas sufrieron un ligero aumento de tamaño e 
IP, como consecuencia de la agregación de las vesículas lipídicas a los 30 días. El 
potencial z también sufrió una disminución a los 13 días, demostrando que los 
liposomas son inestables con el paso del tiempo y se produce cierta agregación de 
las vesículas lipídicas (Hincha, 2003). 
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Tiempo (días) Tamaño (nm) IP Potencial z (mV) EE (%) 
0 362,13  6,25 0,21  0,06 3,43  0,55 100 
2 358,3  17,14 0,22  0,08 3,29  0,25 86,02 ± 0,75 
6 344,23  7,39 0,32  0,15 3,64  0,53 84,4 ± 0,27 
9 388,93  10,87 0,35  0,09 3,97  0,31 82,39 ± 0,81 
13 397,43  12,42 1 1,95  0,54 78,3  0,32 
30 449,7  4,45 1 1,73  0,48 40,11  0 43 
Tabla 21. Caracterización liposomas de curcumina en el tiempo. IP: Índice polidispersión. EE: 
Eficacia de encapsulación. Los valores se detallan como las medias ±SD. 
4.5.2. Estudio de estabilidad de liposomas de levodopa y curcumina 
Con el fin de analizar la estabilidad de levodopa durante 30 días tras incluir 
curcumina en la formulación, se realizó un estudio comparativo de la solución 
estándar de levodopa y una muestra de liposomas de levodopa y curcumina. Los 
resultados mostraron, en primer lugar, que la levodopa incluida en liposomas se 
mantuvo estable en comparación con la levodopa libre (figura 17), lo cual indica que 
formular levodopa en liposomas favorece la estabilidad del fármaco (Yang y cols., 
2007).  
Así mismo, comparando la estabilidad de la solución estándar de levodopa y 
curcumina con la formulación liposomal, se observó que las muestras de levodopa 
libre se degradaban gradualmente en solución Hepes pH 7,4, mientras que la 
encapsulada en liposomas se mantuvo estable durante 6 días para después 
comenzar a descender su concentración. Esto puede achacarse a que la curcumina, 
como se ha descrito en el apartado anterior, también se va degradando con el paso 
de los días, ya que no es estable en soluciones neutras o alcalinas, lo cual conlleva a 
una pérdida de su capacidad antioxidante sobre levodopa (Chen y cols., 2009). 
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Este estudio de estabilidad demostró, por tanto, que la formulación vesicular de 
levodopa y curcumina no era estable en el tiempo, sufriendo levodopa una 
degradación casi en su totalidad con el paso de los días, aún en presencia del 
antioxidante. Como ya se ha detallado anteriormente, curcumina no es capaz de 
ejercer su actividad antioxidante sobre levodopa en las condiciones en las que han 
sido elaborados los liposomas, pudiendo ser esta la causa de la degradación del 
antiparkinsoniano (Goel y cols., 2008). 
Figura 17. Representación del estudio de estabilidad del estándar de levodopa y curcumina 
frente a liposomas de levodopa y curcumina. 
4.5.3. Estudio de estabilidad de liposomas de levodopa y ácido ascórbico 
Con el fin de estudiar la estabilidad de levodopa tras incluir ácido ascórbico en la 
formulación, se llevó a cabo un análisis comparativo de una solución estándar de 
levodopa y ácido ascórbico con una muestra de liposomas de levodopa y ácido 
ascórbico durante 30 días.  
En la figura 18 se observa que levodopa incluida en liposomas junto al antioxidante 
se mostraba más estable que levodopa libre con el antioxidante, lo que nos llevó a 
corroborar que los liposomas favorecían la estabilidad de levodopa (Yang y cols., 
2007).  
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Figura 18. Representación del estudio de estabilidad del estándar de levodopa y ácido 
ascórbico frente a liposomas de levodopa y ácido ascórbico. 
Haciendo un análisis comparativo de la estabilidad de la solución estándar frente a 
la formulación liposomal, se observó una degradación gradual del fármaco con el 
paso de los días en las soluciones estándar. Sin embargo, tras formular el fármaco 
en liposomas y añadir el antioxidante, este permaneció estable durante 9 días y a 
los 12 días comienza a decrecer su concentración como fármaco. La justificación a 
este resultado radica en que el ácido ascórbico va reduciendo también su capacidad 
antioxidante con el paso de los días. Como ya se ha comentado anteriormente, la 
actividad antioxidante del ácido ascórbico deriva del desplazamiento del ácido L-
ascórbico a su forma oxidada L-dehidroascórbico, combatiendo con los radicales 
libres producidos por levodopa. Con el paso de los días, el equilibrio existente entre 
el ácido L-ascórbico y ácido L-dehidroascórbico se encuentra desplazado hacia la 
derecha, convirtiéndose todo el ácido L-ascórbico en ácido L-dehidroascórbico, que 
es su forma oxidada, perdiendo su capacidad captadora de radicales libres 
(Fennema, 1976). 
Como se muestra en la tabla 22, los liposomas de levodopa y ácido ascórbico 
mostraron escasas variaciones en el tamaño de las vesículas y su índice de 
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polidispersión durante 9 días de almacenamiento. A partir de los 13 días, los 
liposomas sufren un aumento del tamaño y del índice de polidispersión, debido a la 
agregación entre las vesículas. El potencial z también sufrió una disminución en sus 
valores a los 30 días, lo cual demuestra la inestabilidad de los liposomas con el paso 
del tiempo y como consecuencia de la agregación de las vesículas lipídicas (Hincha, 
2003). 
Tiempo (días) Tamaño (nm) IP Potencial z (mV) EE (%) 
0 2210 ± 0,05 0,13 ± 0,07 22,9 ± 0,07 43,4 ± 0,01 
2 2250 ± 0,04 0,12 ± 0,07 23,11 ± 0,03 42,9 ± 0,02 
6 2252 ± 0,06 0,14 ± 0,10 21,5 ± 0,01 42,2 ± 0,01 
9 2260 ± 0,2 0,17 ± 0,09 19,89 ± 0,01 40,6 ± 0,09 
13 2682 ± 0,5 0,20 ± 0,10 18,15 ± 0,05 33,2 ± 0,2 
30 2701 ± 0,9 0,32 ± 0,96 13,69 ± 0,2 29,5 ± 0,86 
Tabla 22. Representación del tamaño, IP, potencial z y PDE de liposomas de levodopa y ácido 
ascórbico en el tiempo. IP: Índice polidispersión; EE: Eficacia de encapsulación. 
4.5.4. Estudio de estabilidad de liposomas de levodopa, ácido ascórbico y 
superóxido dismutasa 
Finalmente, con el fin de analizar la estabilidad de levodopa junto a los 
antioxidantes ácido ascórbico y SOD, se realizó un estudio de estabilidad 
comparando muestras de liposomas de levodopa y ácido ascórbico, muestras de 
liposomas de levodopa y ácido ascórbico junto a liposomas de SOD y muestras de 
liposomas de levodopa, ácido ascórbico y SOD, a lo largo de 30 días de estudio. 
En la figura 19 se observa un porcentaje similar de levodopa en las 3 formulaciones 
de liposomas, manteniéndose constante durante los 9 primeros días y empezando 
a decrecer a partir del día 12. Además, no se apreciaron grandes diferencias entre 
la formulación que contiene los antioxidantes ácido ascórbico y SOD frente a la que 
contiene ácido ascórbico solo. 
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Con el transcurso del tiempo, el porcentaje de encapsulación de levodopa, en las 
diferentes formulaciones, empieza a decrecer, no pudiéndose mantener estable en 
ningún sistema de liposomas combinados. Este fenómeno podría ser achacable a los 
procesos de degradación, hidrólisis y oxidación que tienen lugar en los 
componentes de las vesículas lipídicas (PC y CH), como ocurre en todas las 
formulaciones de liposomas, pudiendo modificarse las propiedades de las vesículas. 
La hidrólisis química de los ésteres de glicerofosfolípidos produce ácidos grasos 
libres y lisofosfolípidos. Estos productos formados provocan un incremento en la 
permeabilidad de la bicapa lipídica, lo que induce a la liberación del fármaco 
encapsulado en su interior (Kumar y cols., 2011).  
Figura 19. Representación del estudio de estabilidad de formulaciondes de levodopa con los 
antioxidantes ácido ascórbico y superóxido dismutasa (SOD). 
Por otro lado, se realizó simultáneamente la medición de la actividad enzimática 
SOD en cada una de las formulaciones con la finalidad de conocer si durante el 
transcurso del tiempo de estudio, la actividad enzimática se veía o no afectada. 
Según los datos reflejados en la tabla 23, en la mezcla de los liposomas de levodopa-
AA + liposomas SOD, se obtuvo una actividad enzimática del 46,43%, una actividad 
0
5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
0 5 10 15 20 25 30 35
L
e
v
o
d
o
p
a
 (
%
)
Tiempo (Días)
Liposomas Levodopa-Ácido ascórbico
Liposomas Levodopa-Ácido ascórbico + liposomas SOD
Liposomas Levodopa-Ácido ascórbico-SOD
Resultados y discusión (I) 
 
- 238 - 
 
alta teniendo en cuenta que la SOD se encuentra encapsulada en liposomas. Por esta 
razón, se puede apreciar que su actividad se prolongó hasta el día 6. En cambio, en 
la formulación de liposomas de levodopa-AA-SOD, la enzima SOD no presentó 
actividad en ningún momento, lo que nos ayudó a constatar que la SOD, al ser 
sometida a procesos similares que levodopa (58 ºC y pH 6,2) en la síntesis de los 
liposomas, podría desnaturalizarse por la elevada temperatura utilizada, evitando 
poder ejercer la función de antioxidante.  
 
 
 
 
 
Tabla 23. Estabilidad de la actividad enzimática SOD en las diferentes formulaciones de 
liposomas. 
Además, en la formulación de liposomas SOD se evidenció que la actividad 
enzimática SOD fue disminuyendo, debido a que el pH en el que se encuentra 
disuelta la enzima afecta la estabilidad de la misma, provocando una posible 
desnaturalización. Por otra parte, la presencia de los iones que componen el buffer 
Hepes probablemente afecte también a las interacciones electrostáticas, factor 
importante a considerar en la prevención de la desnaturalización, como afirman 
Jiménez y cols. (2014). 
Con los resultados obtenidos en el estudio de estabilidad de las vesículas lipídicas, 
se comprobó que tanto la concentración de levodopa como la actividad enzimática 
SOD se vieron afectadas significativamente en el transcurso del tiempo, debido 
principalmente al estado líquido en que se encuentran las muestras. Por tanto, no 
se apreciaron resultados favorables tras añadir SOD a la formulación de liposomas 
de levodopa y ácido ascórbico. 
Muestra 
Tiempo (días) 
0 2 6 9 13 30 
Liposomas SOD 46,43 38,5 8,51 0 0 0 
Liposomas levodopa-AA-SOD 0 0 0 0 0 0 
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Se deduce entonces, que la formulación más estable fue la conformada por levodopa 
y ácido ascórbico. 
4.6. OPTIMIZACION DE LA FORMULACION DE LEVODOPA Y ÁCIDO ASCÓRBICO 
Tras analizar todos los resultados obtenidos en las formulaciones de levodopa con 
los diferentes compuestos antioxidantes, se deduce que el ácido ascórbico fue el 
antioxidante que más favoreció la estabilidad de levodopa en medio acuoso. 
A continuación, con el fin de obtener una formulación estable de liposomas de 
levodopa y ácido ascórbico, se procedió a elaborar las vesículas lipídicas por 
distintos métodos de elaboración y añadiendo diferentes concentraciones de 
agentes de carga, como estearilamina y dicetilfosfato, con el fin de evaluar la 
estabilidad final de la formulación. 
Los liposomas se han formulado adicionando agentes de carga, para proporcionar 
una mayor estabilidad a las formulaciones (Manosroi y cols., 2002; Manosroi y cols., 
2004) teniendo en cuenta los bajos valores de potencial z hasta ahora obtenidos, 
por lo que se elaboraron liposomas de levodopa y ácido ascórbico con carga positiva 
y negativa. 
Los lotes así obtenidos fueron evaluados nuevamente en cuanto a eficacia de 
encapsulación, tamaño de las vesículas, índice de polidispersión y potencial z, cuyos 
resultados se registran en la tabla 24. Como puede apreciarse, todos estos datos 
varían en función del método de elaboración así como del agente inductor de carga. 
A continuación se analizará de manera global la influencia de la técnica y del agente 
de carga con el fin de obtener la formulación más estable. 
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Método 
EA  
(mg) 
DCP 
(mg) 
Tamaño 
(nm) 
IP 
Potencial z 
(mV) 
EE 
(%) 
TLE 0,83 - 2015 ± 0,1 0,88 ± 0,20 8,76 ± 0,66 35,6 ± 0,3 
TLE 1,66 - 2210 ± 0,1 0,13 ± 0,07 22,90 ± 0,04 43,0 ± 0,1 
TLE 3,33 - 2432 ± 0,1 0,23 ± 0,18 29,50 ± 0,07 26,3 ± 0,2 
TLE - 0,83 1721 ± 0,1 0,29 ± 0,07 -14,50 ± 0,51 33,8 ± 0,3 
TLE - 1,66 1090 ± 0,1 0,94 ± 0,10 -23,2 ± 0,52 27,0 ± 0,1 
TLE - 3,33 1303 ± 0,0 0,88 ± 0,20 -27,56 ± 2,05 24,5 ±0,1 
FAT 0,83 - 969 ± 0,1 0,79 ± 0,50 9,39 ± 1,52 34,3 ± 0,1 
FAT 1,66 - 949,8 ± 0,1 0,53 ± 0,07 15,23 ± 0,04 40,0 ± 0,1 
FAT 3,33 - 708 ± 0,1 1 ± 0,91 27,06 ± 2,20 29,8 ± 0,1 
FAT - 0,83 832,2 ± 0,1 0,69 ± 0,30 -15,52 ± 0,81 32,8 ± 0,4 
FAT - 1,66 709,7 ± 0,0 1 ± 0,75 -23,20 ± 0,50 17,7 ± 0,2 
FAT - 0,33 747,6 ± 0,0 0,15 ± 0,05 -24,50 ± 1,80 17,4 ± 0,1 
REV - - 260 ± 0,1 0,19 ± 0,02 -4,38 ± 0,03 30 ± 0,0 
SON 0,83 - 354 ± 0,1 0,11 ± 0,03 17,23 ± 0,09 11,1 ± 0,1 
SON 1,66 - 328 ± 0,1 0,12 ± 0,02 23,11 ± 0,08 13,1 ± 0,1 
SON 3,33 - 342 ± 0,0 0,10 ± 0,02 21,00 ± 0,01 16,1 ± 0,1 
SON - 0,83 302 ± 0,0 0,16 ± 0,03 -12,38 ± 0,6 8,7 ± 0,1 
SON - 1,66 315 ± 0,0 0,12 ± 0,01 -15,18 ± 0,07 7,6 ± 0,2 
SON - 3,33 335 ± 0,0 0,21 ± 0,03 -21,08 ± 0,91 6,5 ± 0,2 
Tabla 24. Representación del tamaño, IP, potencial z y eficacia de encapsulación de vesículas 
lipídicas elaboradas por distintas técnicas y diferente concentración de los agentes de carga. 
IP: Índice polidispersión; EE: Eficacia de encapsulación. 
El primer parámetro evaluado fue la capacidad de los liposomas para encapsular el 
fármaco, en función del agente de carga y de la técnica de elaboración.  
De forma global, se observó que los liposomas cargados positivamente presentaron 
un mayor porcentaje de encapsulación, siendo más favorable para aquellos 
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elaborados con el método TLE y FAT (43-40%) y con la cantidad intermedia del 
agente de carga EA (tabla 24). Este aumento de la eficacia de encapsulación ocurre 
porque este lípido puede afectar a las características específicas de las vesículas, 
como la permeabilidad de la membrana o la densidad de la carga eléctrica 
(Villasmil-Sánchez y cols., 2010).  Como defienden algunos autores, ello puede 
deberse a que el aumento de las cargas positivas del lípido ocasiona una inclinación 
de la bicapa por interacción electrostática y un cambio en su empaquetamiento 
(Pavelic y cols., 2005). 
Por el contrario, la menor eficacia de encapsulación ha sido observada en los 
liposomas con carga negativa. Esto ocurre porque, aunque la retención de levodopa 
depende directamente de su ionización, bien es cierto que también existe una 
afinidad entre la molécula y la bicapa fosfolipídica, produciéndose interacciones 
hidrofóbicas, fuerzas de Van der Waals, con las colas de los lípidos contribuyendo a 
su encapsulación; ya en otros estudios se ha señalado la posibilidad de coexistencia 
de ambos tipos de interacciones (Lawy y cols., 2001).  
En lo que respecta al método de elaboración de las vesículas, TLE y FAT fueron los 
que presentaron mejores eficacias de atrapamiento, así como un mayor tamaño 
vesicular. El incremento del tamaño de las vesículas, como se ha referido con 
anterioridad, está relacionado con la mayor capacidad de encapsulación que 
presentan estas formulaciones (Maestrelli y cols., 2006). 
En cambio, los liposomas elaborados mediante la técnica REV presentaron un 
porcentaje de encapsulación razonable, aunque menor que FAT y TLE. Su estructura 
unilaminar posee un único espacio acuoso, que favorece la encapsulación de 
sustancias especialmente hidrosolubles (Taylor y cols., 1990) como es levodopa. 
Los liposomas elaborados por sonicación conforman vesículas SUV que, debido a su 
pequeño compartimento acuoso, son capaces de encapsular menor cantidad de 
fármaco. Es por ello que los liposomas tratados con esta técnica han mostrado los 
valores más bajos de encapsulación de levodopa, así como un pequeño tamaño 
vesicular (Maestrelli y cols., 2006). 
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Tras el análisis de estos resultados, se demostró que las técnicas más favorables 
para obtener la mayor eficacia de encapsulación de levodopa fueron TLE y FAT, 
añadiendo como agente de carga 1,66 mg de EA. 
Una vez seleccionadas las técnicas de elaboración de liposomas y el agente de carga, 
se decidió aumentar la concentración de levodopa hasta 2 mg/mL con el fin de 
analizar la capacidad de los liposomas para albergar mayores cantidades del 
fármaco, ello aplicando las técnicas TLE y FAT. Como se observa en la tabla 25, se 
obtuvo un incremento en la eficacia de encapsulación de levodopa en las 
formulaciones elaboradas por TLE, mientras que las vesículas formuladas por FAT 
disminuyeron su eficacia de encapsulación al aumentar la cantidad de fármaco. 
Autores como Kumar y cols. (2011) demostraron la capacidad de las vesículas 
multilaminares obtenidas mediante la técnica TLE para albergar fármacos 
hidrófilos con un radical apolar en su estructura química. El resto de los parámetros 
estudiados mantienen sus valores a pesar del aumento de la concentración de 
fármaco. Por el contrario, la formulación elaborada por FAT, al aumentar la 
concentración del fármaco muestra un aumento de tamaño así como de 
heterogeneidad de población. 
Técnica Tamaño (nm) IP Potencial z (mV) % EE 
TLE 2248 ± 0,02 0,17 ± 0,03 22,4 ± 0,08 48,32 ± 0,02 
FAT 1265 ± 0,05 0,30 ± 0,04 15,4 ± 0,05 30,59 ± 0,12 
Tabla 25. Representación del tamaño, IP, potencial z y eficacia de encapsulación de vesículas 
lipídicas elaboradas mediante TLE y FAT. IP: Índice polidispersión; EE: Eficacia de 
encapsulación. 
Tras elaborar los liposomas de levodopa y ácido ascórbico mediante TLE, se 
obtuvieron unas vesículas de gran tamaño, como se recoge en las Tablas 24 y 25. 
Con el fin de obtener vesículas de menor tamaño y una dispersión homogénea, se 
procedió finalmente a extruir las muestras.  
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Por otro lado, también es importante controlar el IP de la muestra con el fin de 
reproducir el comportamiento en el organismo. Valores superiores a 0,2 indican que 
la muestra es heterogénea, presentando tamaños muy diferentes. Por el contrario, 
si la muestra presenta valores inferiores a 0,2, ello es indicativo de que la muestra 
es homogénea y la distribución de tamaños de las vesículas es monodispersa, por lo 
que su comportamiento es más reproducible. Controlar este parámetro es 
importante porque si en una muestra los tamaños son heterogéneos, al ingresar en 
el organismo, su eliminación es irregular, de manera que se eliminan más 
rápidamente los más pequeños; y a la inversa, muestras homogéneas dan lugar a 
procesos de eliminación monofásicos (Clares, 2003). 
Con el fin de reducir el tamaño vesicular y estudiar su influencia sobre la eficacia de 
encapsulación del fármaco, se extruyeron los liposomas de levodopa y ácido 
ascórbico elaborados por TLE. Los resultados de la caracterización llevada a cabo 
se recogen en la tabla 26. Tras el proceso de extrusión, las muestras presentaron 
una disminución del tamaño de las vesículas, como cabría esperar. Se sugirió que el 
mecanismo de reducción de tamaños incluye la ruptura de vesículas y la 
reorganización espontánea tras el paso a través de la membrana, dando como 
resultado la formación de liposomas unilaminares (Berger y cols., 2001). En lo que 
respecta al tamaño, el diámetro de liposomas extruidos exhibió un valor promedio 
de 647 nm, acorde con el tamaño de poro del filtro utilizado (800 nm). Dicho 
tamaño, al ser manipulable, podría ser adaptado para poder atravesar membranas 
biológicas (Ruano, 2013).  
En cuando al IP, existe una disminución en su valor después de la extrusión, 
demostrando que la muestra de los liposomas extruidos está menos dispersa en 
relación al tamaño, significando ello la presencia de una población de liposomas de 
tamaño más homogéneo.  
Así mismo, los valores de potencial z superiores obtenidos en las muestras extruidas 
predicen una mayor estabilidad de la dispersión coloidal de las vesículas frente a las 
no extruidas (Ruano, 2013). 
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Tras el proceso de extrusión, el tamaño de las vesículas lipídicas disminuye, 
mientras que la eficacia de encapsulación de levodopa aumenta. La explicación a 
estos resultados proviene del propio mecanismo de acción del equipo de extrusión 
sobre las vesículas, ya que la reorganización estructural de las vesículas durante el 
paso a través de los filtros, provoca un mayor atrapamiento del fármaco (Schneider 
y cols., 1996; González-Rodríguez y cols., 2012). Este resultado es favorable y se 
establecería como el adecuado para la elaboración de liposomas con levodopa. 
Extrusión Tamaño (nm) IP Potencial z (mV) % EE 
No 2248 ± 0,02 0,17 ± 0,03 22,4 ± 0,08 48,32 ± 0,02 
Sí 647 ± 0,05 0,13 ± 0,07 23,23 ± 0,07 62,4 ± 0,01 
Tabla 26. Representación del tamaño, IP, potencial z y eficacia de encapsulación de vesículas 
lipídicas extruidas y sin extruir. IP: Índice polidispersión; EE: Eficacia de encapsulación. 
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Primera. El problema de falta de solubilidad de la curcumina en medio acuoso es 
solventado mediante la adición de una mezcla de disolventes compuesta por 
PEG400:PG:etanol:Tween® 80 en proporción 100:100:25:5 (v/v/v/v) en tampón 
Hepes pH 7,4. La encapsulación de curcumina favorece su estabilidad debido a la 
protección que proporcionan estos sistemas vesiculares lipídicos. 
Segunda. El método analítico desarrollado para cuantificar la curcumina fue 
selectivo, lineal, preciso, exacto y robusto, identificando como parámetros críticos 
el pH, porcentaje de ACN, temperatura y velocidad de flujo.  
Tercera. Los estudios de degradación de la levodopa demuestran que el fármaco se 
oxida en medio acuoso, por lo que es necesaria la adición de un antioxidante en la 
formulación. La adición de curcumina no detiene el proceso de oxidación de 
levodopa.  El estudio de estabilidad de liposomas de levodopa y curcumina 
demuestra un descenso en la estabilidad de ambos fármacos con el paso del tiempo. 
Cuarta. La levodopa se consigue estabilizar en una solución de Hepes a pH 6,2 y 
agregando 0,2 mg/mL de ácido ascórbico a la misma. El método de elaboración que 
mostró los mejores resultados de encapsulación de este fármaco fue TLE y su 
posterior extrusión, obteniéndose una población de vesículas más homogénea y con 
un tamaño nanométrico adecuado para su posterior administración intranasal. En 
lo que respecta al potencial z de los liposomas, los valores positivos obtenidos no se 
vieron afectados por el proceso de extrusión, demostrando que son sistemas 
estables. El estudio de estabilidad de los liposomas de levodopa y ácido ascórbico 
demostró una disminución en la eficacia de encapsulación con el tiempo debido a 
que ácido ascórbico va perdiendo capacidad antioxidante.  
Quinta. El desarrollo de una formulación con ácido ascórbico, SOD y levodopa no 
genera resultados esperanzadores ya que la SOD no es capaz de mantener su 
actividad tras verse sometida a las condiciones necesarias para la síntesis de los 
liposomas.  
Sexta. Se consigue estabilizar la molécula de levodopa mediante la adición del 
antioxidante ácido ascórbico y posterior inclusión en liposomas elaborados 
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mediante la técnica TLE y posterior extrusión. La formulación final está constituida 
por 2 mg/mL de levodopa, 0,2 mg/mL de ácido ascórbico y añadiendo el agente de 
carga estearilamina (1,66 mg). Ha sido elaborada mediante la técnica TLE, 
obteniendo tras su extrusión un 62% de levodopa encapsulada. 
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Los materiales y equipos empleados en este capítulo se recogen en el Anexo II. 
3.1. DESARROLLO DE LAS FORMULACIONES DE CICLODEXTRINAS INCLUIDAS 
EN LIPOSOMAS 
Una vez obtenida la formulación de liposomas de levodopa incluyendo el 
antioxidante ácido ascórbico en su composición, y con la finalidad de mejorar la 
estabilidad del fármaco antiparkinsoniano en medio acuoso, se decidió incluir 
levodopa junto al antioxidante en ciclodextrinas. Estos complejos de inclusión 
poseen la capacidad de mejorar los problemas de solubilidad y/o estabilidad que 
presentan determinados fármacos. Por esta razón, este capítulo se centrará en 
diseñar y analizar el efecto de estos complejos de inclusión levodopa-ácido 
ascórbico-ciclodextrina (L-dopa-AA/CD) sobre las características fisicoquímicas de 
los liposomas elaborados. Posteriormente, la formulación seleccionada se incluirá 
en insertos intranasales liofilizados para su administración por vía intranasal, de 
forma que los fármacos puedan acceder desde la cavidad nasal hasta el sistema 
nervioso central (SNC). 
3.1.1. Estudios de solubilidad de fase 
Los estudios de solubilidad de fase han seguido el método descrito por Higuchi y 
Connors (1965). En base a él, se añadió una cantidad en exceso de fármaco (75 mg) 
a 5 mL de una solución acuosa de las ciclodextrinas seleccionadas para el estudio 
(β-CD y HP-β-CD) a distintas concentraciones (0-15 mM). Las mezclas se 
mantuvieron en agitación en recipientes sellados durante 48 horas a temperatura 
constante (37 ± 0,5 ᵒC) para conseguir el equilibrio de complejacio n. 
Transcurrido el tiempo correspondiente, se extrajeron alícuotas (2 mL) para 
determinar la concentración de levodopa mediante HPLC, según el método 
cromatográfico explicado en el apartado 3.2. del presente capítulo. Este estudio se 
realizó por duplicado y las muestras fueron filtradas previamente.  
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Posteriormente se calculó la constante de estabilidad (Ks) de cada complejo 
formado, siguiendo la siguiente ecuación:  
𝐾𝑠 =
𝑝𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒
𝑆𝑜 (1 − 𝑝𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒)
 
Donde So es la solubilidad intrínseca de L-dopa, y Ks es la constante de estabilidad. 
3.1.2. Preparación de formulaciones de ciclodextrinas-en-liposomas de 
levodopa y ácido ascórbico  
3.1.2.1. Estudio de interacción de la β-CD con el colesterol 
Este estudio se llevó a cabo empleando la metodología de evaporación en capa fina 
para elaborar los liposomas, la cual ha sido previamente explicada en el apartado 
3.1.1.2. del capítulo 1.  
Está basado en dilucidar el efecto de la CD sobre la composición de los liposomas, 
en concreto sobre el colesterol incluido en los mismos, con el fin de estudiar la 
interacción existente entre la β-CD y el esteroide, ya que según referencias 
bibliográficas, es posible la existencia de un desplazamiento del fármaco incluido en 
el hueco de la CD, por el colesterol. Para ello, se prepararon tres formulaciones de 
liposomas: A) Lote CD/D, constituido sólo por el fosfolípido DPPC (2,75 mM), B) 
Lote CD/DC, constituido por DPPC (1,7 mM) y colesterol (1,05 mM), y C) Lote 
CD/DCH, constituido por DPPC (1,7 mM) y colesterol-hemisuccinato, CHEMS (1,05 
mM). Una vez pesados los componentes, se procedió a disolverlos en 3 mL de 
cloroformo, evaporando posteriormente la solución en rotavapor a 40 °C hasta la 
formación de una fina película. Posteriormente, se procedió a hidratar con la fase 
acuosa, la cual se preparó a partir de dos soluciones independientes que 
posteriormente se mezclaron bajo agitación constante de 400 rpm durante 120 
minutos. Para ello, se elaboró, en primer lugar, una solución 15 mM de β-CD en 5 
mL de Hepes pH 6,2 y otra de 15 mM de L-dopa y 0,2 mg/mL de AA en 5 mL de 
Hepes pH 6,2. Tras la formación del complejo L-dopa-AA/β-CD y posterior 
hidratación de la película lipídica, las muestras se sometieron a 5 ciclos de agitación 
en vórtex durante 1 minuto intercalados con 5 minutos en baño termostatizado a 
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40 °C hasta la obtención de un preparado opalescente donde se encuentran 
dispersos los liposomas. Finalmente, se conservaron a 4 °C hasta su posterior uso. 
Una vez detectado el posible desplazamiento del fármaco de la cavidad de la CD en 
presencia del colesterol de la bicapa, se seleccionó el derivado CHEMS como lípido 
que contribuye a aportar la rigidez suficiente a la vesícula para mantener su 
integridad. 
3.1.2.2. Modificación de la carga superficial y tipo de CD 
Seguidamente, se ha continuado modificando la composición de la bicapa con el fin 
de incrementar las propiedades de estabilidad de las formulaciones. Para ello, se 
procedió a incorporar agentes de carga superficial positiva (DDAB) y negativa 
(dicetilfosfato, DCP), así como el derivado hidroxipropilado de la β-CD, efectuando 
la elaboración por diferentes técnicas, con el objetivo de obtener la máxima eficacia 
de encapsulación del fármaco. En la tabla 1 se recogen las composiciones cuali y 
cuantitativas de las bicapas elaboradas.  
Formulación DPPC (mM) CHEMS (mM) DCP (mM) DDAB (mM) 
βCD/DCH/- 1,7 1,05 0,15 - 
HPβCD/DCH/- 1,7 1,05 0,15 - 
βCD/DCH/+ 1,7 1,05 - 0,15 
HPβCD/DCH/+ 1,7 1,05 - 0,15 
Tabla 1. Composición de la fase oleosa de los liposomas elaborados por TLE y método 
transmembrana, así como la denominación de los diferentes lotes. 
Tras elaborar la fase oleosa de las formulaciones con las cantidades y componentes 
reflejados en la tabla 1 y evaporar el cloroformo en rotavapor, se procedió a hidratar 
la película lipídica con el complejo L-dopa-AA/β-CD y L-dopa-AA/HP-β-CD. 
Posteriormente, se sometió a la muestra a 5 ciclos de agitación en vórtex durante 1 
minuto, intercalados con 5 minutos en baño termostatizado a 40 °C hasta la 
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obtención de un preparado opalescente donde se encuentran dispersos los 
liposomas. Finalmente, se conservan refrigerados a 4 °C hasta su posterior 
caracterización. 
3.1.2.3. Modificación de la técnica de preparación 
Se incluyeron como técnicas alternativas y/o complementarias a la TLE, el método 
transmembrana y el proceso de la extrusión, con el fin de analizar la influencia de la 
técnica de preparación de los liposomas sobre sus características fisicoquímicas y 
de estabilidad. 
Respecto a la extrusión, tras la elaboración de las formulaciones mediante TLE, se 
procedió a extruir las muestras a través de un filtro de 0,4 µm, como se explicó en el 
apartado 3.1.2.2. del capítulo 1. 
El método transmembrana consiste en un procedimiento de carga de los fármacos 
que se efectúa mediante un mecanismo de carga activa, gracias a un gradiente 
iónico. Consiste en elaborar, en primer lugar, la fase oleosa de las formulaciones con 
las cantidades y componentes reflejados en la tabla 1 y evaporar el cloroformo en 
rotavapor. A continuación, se procede a hidratar la película lipídica con 3 mL de 
acetato amónico 0,025 M, sometiéndola a 5 ciclos de agitación en vórtex durante 1 
minuto, seguidos de 5 minutos en baño termostatizado a 40 °C. Seguidamente, se 
introdujeron los liposomas en una membrana de diálisis (Pm 12000-14000 Da) 
previamente hidratada en tampón Hepes 10 mM pH 6,2, para someterlos a un 
proceso de diálisis. El medio de disolución fue el mismo que el de hidratación, 
utilizándose un volumen cien veces mayor al de la muestra con el fin de mantener 
las condiciones sink del medio. Así, se crea una transferencia iónica dentro y fuera 
de la bolsa de diálisis, por lo que se procedió a medir por conductivimetría la 
conductividad iónica del medio cada 30 minutos durante 3 horas hasta obtener 
valores constantes.  
A continuación, las moléculas a encapsular se introdujeron en los liposomas 
mediante carga activa a través de un gradiente de iones siguiendo el método 
propuesto por Gilbert y cols. (2004) con ligeras modificaciones. Así, una vez ha sido 
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estabilizada la medida de la conductividad, los liposomas se incubaron a 40 °C 
durante 5 minutos. El complejo L-dopa-AA/β-CD (constituido por 15 mM L-dopa, 
0,2 mg/mL AA y 15 mM β-CD) se añade poco a poco, agitando a intervalos regulares. 
Finalmente, los liposomas se dejaron en reposo durante 24 horas en refrigeración 
hasta su uso. Se repitió el mismo procedimiento añadiendo el complejo L-dopa-
AA/HP-β-CD (constituido por 15 mM L-dopa, 0,2 mg/mL AA y 15 mM HP-β-CD). 
3.1.3. Caracterización de las formulaciones 
La caracterización de las distintas formulaciones de liposomas se llevó a cabo según 
la metodología desarrollada en el apartado 3.2.1. de caracterización fisicoquímica 
correspondiente al capítulo 1. Para determinar la eficacia de encapsulación de las 
formulaciones se siguió la metodología desarrollada en el apartado 3.2.2. del 
capítulo 1. 
3.2. DETERMINACIÓN CROMATOGRÁFICA DE LAS MOLÉCULAS 
Como ha sido explicado en el capítulo 1, se empleó la Cromatografía Líquida de Alta 
Resolución (HPLC) para la determinación y cuantificación de levodopa. 
El cromatógrafo utilizado (Lachrom Hitachi HPLC System Manager) se compone de 
cuatro unidades: bomba isocrática L-7100, inyector automático de muestras L-
7200, detector DAD L-7455 de longitud de onda variable e interfase D-7000.  
En este capítulo de la Tesis, hubo que modificar el método cromatográfico para la 
detección y cuantificación de levodopa, ya que se tuvo que tener en cuenta la 
presencia de las CD para evitar su precipitación en contacto con los solventes 
orgánicos. El sistema estuvo constituido por una columna C18 (ZORBAX SB-C18 150 
mm × 4,6 mm, 3,5 µm). Para determinar la levodopa con la mejor resolución 
cromatográfica posible, se seleccionó la longitud de onda de máxima absorción, 280 
nm. La fase móvil estuvo constituida por tampón fosfato y metanol, en el sistema de 
gradiente recogido en la tabla 2. El tampón fosfato estaba constituido por potasio 
dihidrógeno ortofosfato 10 mM ajustado a pH 2,5. La velocidad de flujo se fijo  en 1 
mL/min y la temperatura a 25 ᵒC. El volumen de inyeccio n fue de 20 µL. 
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Tabla 2. Condiciones de gradiente para elución de levodopa. 
3.3. ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO DE LA FORMULACIÓN EN CULTIVOS 
CELULARES 
3.3.1. Condiciones de los cultivos celulares 
Para este estudio se emplearon neuronas dopaminérgicas N27 separadas y/o en 
conjunto con células de la microglía BV2. Las células se cultivaron rutinariamente 
en medio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute), suplementado con 10% v/v 
de suero bovino fetal (FBS) inactivado por calor, 1% v/v de L-glutamina y 1% v/v 
de penicilina-estreptomicina, manteniéndose a 37 °C en una atmósfera 
humidificada de CO2 al 5% en frascos de cultivo de 75 cm3. El medio se cambió cada 
3 días y se dejó crecer hasta alcanzar un 80% de la población celular. La 
manipulación de las células se realizó en campana de flujo laminar. 
3.3.2. Estudio de citotoxicidad celular 
Para analizar el comportamiento de las formulaciones expuestas en la tabla 3 (A-F) 
se realizó un estudio en co-cultivos celulares, de manera que las formulaciones 
fueron incubadas en placa, en cuyos pocillos se encontraban neuronas 
dopaminérgicas N27 y células de la microglía BV2. Se comenzó sembrando en placa 
las neuronas N27 a una densidad inicial de 12 x 103 células/pocillo. Se eliminó el 
medio de cultivo de todos los pocillos, para posteriormente añadir 1 mL de medio 
Tiempo (min) Tampón fosfato (% v/v) Metanol (% v/v) 
0 → 5 98 2 
5 → 6 98 → 40 2 → 60 
6 → 13 40 60 
13 → 14 40 → 98 60 → 2 
14 → 18 98 2 
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sin FBS y 20 µL de CellTracker™ Green, empleado por su capacidad para marcar las 
células neuronales, y se incubó a 37 °C durante 30 minutos.  A continuación, se quitó 
el medio anterior y se añadió 1 mL de medio sin FBS, dejándolo incubar durante 30 
minutos. De nuevo, el medio fue eliminado y se añadieron las células de la microglía 
BV2 a una densidad inicial de 6 x 103 células/pocillo y tras incubar durante 24 horas, 
se añadieron 10 µL de las formulaciones a ensayar. Las células fueron fotografiadas 
por el microscopio invertido de contraste de fase con objetivos 10x, 20x y 40x 
(Olympus CKX41SF2) a las 24 y 48 horas de aplicación de las formulaciones.  
Con el objetivo de determinar la capacidad neuroprotectora de las formulaciones 
desarrolladas, las células co-cultivadas fueron activadas con 20 µg/mL de LPS. El 
LPS es un lipopolisacárido con capacidad para inducir el proceso inflamatorio y 
degenerativo de las células neuronales. 
Tras la realización del estudio en co-cultivos y observar la muerte de las células 
neuronales, se procedió a determinar el agente causante de dicha muerte celular. 
Para este estudio, se incubaron en una placa neuronas dopaminérgicas N27 durante 
24 horas y posteriormente se añadieron 10 µL de las formulaciones expuestas en la 
tabla 3 (G-K). Las células fueron fotografiadas por el microscopio invertido de 
contraste de fase con objetivos 10x, 20x y 40x (Olympus CKX41SF2) a las 24 y 48 
horas de aplicación de las formulaciones.  
A Solución control L-dopa (1 mg/mL) 
B Solución control L-dopa (1 mg/mL) + ácido ascórbico (0,2 mg/mL) 
C Solución control L-dopa (15 mM) + ácido ascórbico (0,2 mg/mL) / CD (15 mM) 
D Liposomas blancos 
E Liposomas L-dopa (1 mg/mL) + ácido ascórbico (0,2 mg/mL) 
F Liposomas L-dopa (15 mM) + ácido ascórbico (0,2 mg/mL) / CD (15 mM) 
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G Solución control DCP (0,15 mM) 
H Liposomas blancos sin DCP (0,15 mM) 
I Liposomas blancos con DCP (0,15 mM) 
J Liposomas blancos sin DCP (0,15 mM) y β-CD (15 mM) 
K Liposomas blancos con DCP (0,15 mM) y β-CD (15 mM) 
Tabla 3. Formulaciones empleadas en el estudio de cultivos celular. 
3.4. FORMULACIÓN DE INSERTOS NASALES LIOFILIZADOS  
Una vez ha sido optimizada la formulación de ciclodextrinas de levodopa y ácido 
ascórbico incluidas en los liposomas aniónicos, se procedió a incluir la formulación 
en insertos nasales liofilizados, los cuales podrían permitir la administración de una 
única dosis de fármaco en la cavidad nasal por un tiempo prolongado gracias al 
control de la liberación del mismo hacia el SNC. 
El diseño de dichos insertos se basa en obtener un sistema gelificado con la 
formulación, el cual, tras ser colocado en moldes, se liofiliza para dar lugar a una 
forma sólida que contenía la formulación de los liposomas previamente 
desarrollada.  
3.4.1. Formulación de los hidrogeles 
La primera etapa en la elaboración de los insertos intranasales consistió en 
seleccionar diferentes polímeros con propiedades gelificantes en medio acuoso, 
combinarlos entre ellos y seleccionar aquella combinación que presentara mejores 
condiciones en cuanto a consistencia y mucoadhesión.  
Tras experiencias previas, se seleccionaron finalmente los polímeros quitosano y 
Pluronic® F127, que se mezclaron en distintas proporciones. Dada su capacidad 
mucoadhesiva, favorecerá el tiempo de permanencia de la formulación en la cavidad 
intranasal. Para efectuar el estudio, se prepararon los siguientes geles: gel de 
quitosano al 0,4% p/v en ácido acético 1% v/v (ya que el tampón PBS tiende a 
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neutralizar el chitosan) y gel Pluronic® F127 al 17% p/v en tampón PBS pH 6,2. Tras 
su elaboración, se procedió a realizar las mezclas quitosano:Pluronic® F127 en las 
siguientes proporciones (v/v): 90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 
20:80 y 10:90, manteniéndose en agitación hasta su total homogeneización.  
Para seleccionar la combinación de geles que presentara mejores características, se 
estudiaron los siguientes parámetros: pH, viscosidad y carga superficial de cada una 
de las mezclas realizadas. 
3.4.1.1. pH 
Para determinar el pH de las mezclas de geles se empleó un pH-metro Crison. El 
ensayo fue realizado por triplicado. 
3.4.1.2. Viscosidad 
La viscosidad es un parámetro que permite medir la resistencia que ofrece un 
sistema al flujo cuando se aplica una fuerza de cizalla. Cuanto más viscoso es el 
sistema, mayor es la fuerza que hay que aplicar para que fluya a una determinada 
velocidad. 
La medida de la viscosidad se llevó a cabo usando un viscosímetro Brookfield y los 
husillos o spindle con un diámetro variable. El funcionamiento del viscosímetro se 
basa en el principio de la viscosimetría rotacional, el cual mide la viscosidad 
captando la energía de torsión necesaria a emplear para hacer girar a velocidad 
constante un husillo inmerso en la muestra a analizar. La relación 
viscosidad/husillo se selecciona en función de la viscosidad a medir, de la precisión 
deseada y del gradiente de velocidad ensayado. La energía de torsión es 
proporcional a la resistencia viscosa sobre el eje sumergido, en consecuencia, a la 
viscosidad del fluido (Lyapunov y cols., 2015). 
Para determinar la viscosidad de las mezclas de geles, se prepararon 500 mL de 
muestra insertándose el spindle de forma inclinada para evitar la formación de 
burbujas en la parte inferior. Se incrementa la velocidad desde 0,5 hasta 100 rpm, 
provocando la agitación del sistema durante 1 minuto. Una vez estabilizado el 
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resultado, se bloquea el spindle y se anota la lectura. Repetimos el procedimiento 
por triplicado, y se realiza la media de las tres lecturas. Todas las medidas se 
hicieron a 25 °C. 
La determinación de la viscosidad se lleva a cabo aplicando la siguiente ecuación: 
𝑣 = 𝐾 ×  𝐿 
Donde K es el coeficiente que depende de la relación velocidad/spindle y L es el valor 
de la media de las lecturas obtenidas. 
3.4.1.3. Estudio de la carga superficial 
Para determinar la estabilidad de la formulación y controlar posibles interacciones 
entre el gel y los liposomas se realizó el estudio de la carga superficial. 
Este parámetro se determinó empleando el equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern) 
como ya fue explicado en el apartado 3.2.1. del capítulo 1. Para realizar este estudio 
se añadieron 0,2 mL de cada gel y 3,8 mL de tampón PBS pH 6,2. De esta forma, el 
gel se encuentra lo suficientemente diluido como para facilitar el proceso de 
medición. La medida se realizó por triplicado. 
3.4.2. Elaboración de los insertos 
Una vez seleccionadas las combinaciones de geles con características favorables 
para una administración intranasal, se procedió a incluir otros agentes gelificantes 
a la formulación. Tras unos ensayos preliminares, se seleccionaron los polímeros 
goma xantana y HPMC, con la finalidad de aumentar la consistencia de los insertos 
intranasales al ser liofilizados. La composición final de los mismos se recoge a 
continuación en la Tabla 4. 
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Compuesto Cantidad (mg) 
Mezcla del gel chitosan:Pluronic®127 100 
Levodopa 2,8 mg 
Ácido ascórbico 0,2 mg 
Agente viscosizante (HPMC o goma xantana) 7,18 mg 
D(+)-trehalosa dihidrato 1,03 mg 
Tabla 4. Composición de los insertos intranasales. 
La mezcla se agitó vigorosamente en agitador IKA hasta su total homogeneización. 
Posteriormente, los blísteres se rellenaron con la mezcla y fueron congelados 
durante 24 horas. A continuación, los blísteres se liofilizan en liofilizador Telstar 
Cryodos -80. 
En la Tabla 5 se representa la composición de las formulaciones que componen los 
insertos a estudiar. 
Formulación Chitosan Pluronic® HPMC 
Goma 
xantana 
C10P90H 10 90 +  
C90P10H 90 10 +  
C10P90X 10 90  + 
C90P10X 90 10  + 
Tabla 5. Composición de las distintas formulaciones que componen los insertos. Cx:Py: 
Porcentaje de quitosano (Cx), Porcentaje de Pluronic® F127 (Py), H: HPMC y X: Goma xantana. 
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Para desarrollar los insertos con las formulaciones de liposomas, se partió de la 
misma composición y metodología, con la única excepción de que las muestras de 
liposomas fueron incorporadas en el proceso de elaboración del gel binario 
quitosano:Pluronic.   
Tras la obtención de los insertos con las diferentes composiciones, se procedió a 
realizar diversos estudios con la finalidad de seleccionar aquella formulación que 
presentara mejores características de morfología, hinchamiento, mucoadhesión, 
liberación in vitro y permeación ex vivo.  
3.4.2.1. Estudio morfológico 
Este estudio se llevó a cabo mediante Microscopía Electrónica de Barrido en 
microscopio Zeiss EVO, conformado por un cañón de emisión termiónica y 
filamentos de hexaboruro de lantano (LaB6)/tungsteno (W). Los insertos nasales se 
cortaron con un microtomo para exponer el interior de la estructura, fijada sobre 
soportes y recubierto con oro-paladio bajo una atmósfera de argón usando un 
módulo de pulverización en condiciones de vacío. Las muestras se observaron en el 
equipo utilizando imágenes con sistema de detección de electrones secundarios a 
15 kV para examinar la morfología y estructura de la superficie de los insertos. El 
estudio morfológico fue realizado sobre insertos que contenían levodopa y ácido 
ascórbico, así como liposomas de levodopa y ácido ascórbico/HP-β-CD. 
3.4.2.2. Estudio de hinchamiento 
Para llevar a cabo este estudio, se siguió la metodología previamente establecida 
por Gupta y cols. (2012). Con el fin de evitar la rotura y el error de manipulación de 
las estructuras una vez se van humectando, los insertos secos se colocaron sobre 
papeles de filtro de 40 mm de diámetro empapados de SNF (simulated nasal fluid), 
el cual está compuesto por 5 mg/mL NaCl, 0,32 mg/mL CaCl2.2H2O y 1,29 mg/mL 
KCl ajustado a pH 6,2 (Paul y cols., 2017). Éstos, a su vez, se dispusieron sobre la 
superficie de una esponja de dimensiones 5 cm x 5 cm x 2 cm, la cual fue empapada 
previamente con SNF y colocada sobre una placa Petri con medio SNF. 
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 Según esta metodología, el hinchamiento se determinó midiendo el aumento de 
peso de los insertos con el paso del tiempo, de acuerdo con la siguiente ecuación: 
% 𝐶𝑎𝑝𝑡𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑎𝑔𝑢𝑎 (%𝐶𝐴) =
(𝑃𝑖ℎ𝑝 − 𝑃ℎ𝑝 − 𝑃𝑖𝑠) 𝑥 100
𝑃𝑖𝑠
 
donde Pihp representa el peso del inserto hidratado y el papel de filtro húmedo, Php 
representa el peso del papel de filtro hidratado y Pis representa el peso inicial del 
inserto seco. 
El estudio de hinchamiento se realizó sobre insertos constituidos por levodopa y 
ácido ascórbico, ya que se consideró que la presencia de los liposomas no afectaría 
significativamente a este parámetro. 
3.4.2.3. Uniformidad de contenido 
Este ensayo se basa en la valoración individual del contenido en principio activo en 
un número de unidades de dosificación a fin de determinar si el contenido 
individual se encuentra dentro de los límites especificados. 
Para ello, se analizaron diez insertos de cada una de las formulaciones mostradas 
en la Tabla 5 constituidos por levodopa y ácido ascórbico. Cada uno de los insertos 
fue colocado en un vaso de precipitado de 50 mL. Tras añadir 20 mL de agua milliQ, 
se colocaron en baño ultrasonidos durante 10 minutos, para permitir la total 
disolución de levodopa. A continuación se extrajeron alícuotas de 0,5 mL que fueron 
cuantificadas por HPLC, para obtener una concentración teórica esperada y 
aproximada de 2,8 mg por inserto. Se preparó una solución patrón de levodopa-AA 
en agua milliQ.  
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3.4.2.4. Mucoadhesión 
Para determinar la capacidad de adhesión de los insertos liofilizados a la mucosa 
nasal, se procedió a extraer una sección de la mucosa nasal de cerdo obtenido tras 
el sacrificio del animal. En la Figura 1 se refleja la mucosa nasal de cerdo obtenida 
tras el proceso de extracción. 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Mucosa nasal de cerdo. 
Para desarrollar este estudio se diseñó un dispositivo de medición capaz de 
determinar la fuerza mucoadhesiva de la formulación a la mucosa nasal, tal como se 
muestra en la figura 2 (Choi y cols., 2000). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Dispositivo de medición de la fuerza mucoadhesiva. (A) Balanza modificada; (B) 
Pesos; (C) Vial de vidrio; (D) Inserto intranasal liofilizado; (E) Mucosa nasal de cerdo; (F) 
Bandeja ajustable en altura (Choi y cols., 2000). 
Materiales y métodos (II) 
 
- 273 - 
 
Tras extraer una sección de tejido de la mucosa nasal del cerdo, ésta se aseguró con 
el lado de la mucosa hacia el exterior en cada uno de los viales de vidrio (C). A 
continuación, se conectó un vial con una sección de mucosa (E) a la balanza (A) y el 
otro vial se colocó en una bandeja ajustable en altura (F). Se añadió el inserto 
intranasal liofilizado (D) al tejido de uno de los viales. A continuación, la altura del 
otro vial se ajustó de manera que el inserto quedaba colocado entre los tejidos de la 
mucosa de ambos viales. Los pesos (B) se fueron elevando hasta que los viales se 
separaron. La fuerza bioadhesiva fue establecida como el peso mínimo necesario 
para separar los dos viales (Choi y cols., 2000). La fuerza mucoadhesiva se 
determinó mediante la siguiente ecuación:  
𝐹𝑢𝑒𝑟𝑧𝑎 𝑚𝑢𝑐𝑜𝑎𝑑ℎ𝑒𝑠𝑖𝑣𝑎 (𝑑𝑦𝑛𝑒 /𝑐𝑚2) = 𝑚 ×
𝑔
𝐴
 
Donde m = peso requerido para separar los viales, g = aceleración de la gravedad 
(980 cm/s2), y A = área del tejido expuesto (cm2). 
El estudio de mucoadhesión fue realizado sobre insertos constituidos por levodopa 
y ácido ascórbico. 
3.4.2.5. Estudio de liberación in vitro 
Los estudios de liberación in vitro de los insertos intranasales se llevaron a cabo en 
celdas de Franz (Vidrafoc, Barcelona), depositando el inserto liofilizado sobre una 
membrana de celulosa. El compartimento receptor estaba compuesto de medio PBS 
pH 6,2 para simular el medio fisiolo gico de la cavidad nasal. El ensayo se realizo  a 
una temperatura de 37 ± 0,2 ᵒC. El tiempo de duracio n del ensayo fue establecido 
en 24 horas, durante las cuales se extrajeron 500 µL de muestra a tiempos 
predeterminados. Tras cada toma de muestra, el medio fue reemplazado por 500 µL 
de PBS pH 6,2 para mantener constante el volumen inicial (Betageri y Parsons, 
1992; Nounou y cols., 2006). Además, en el compartimento donador se fueron 
inyectando 500 µL de SNF tras cada toma de muestra. El contenido de levodopa en 
cada una de las alícuotas extraída fue determinado por HPLC. Este ensayo se realizó 
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por triplicado. El estudio de liberación fue realizado sobre insertos constituidos por 
liposomas de levodopa y ácido ascórbico/HP-β-CD. 
Finalmente, para cada lote se representó gráficamente el porcentaje de activo 
liberado frente al tiempo. 
3.4.2.6. Estudio de permeación ex vivo 
Los estudios de permeación de los insertos intranasales se llevaron a cabo 
utilizando de nuevo las celdas de difusión de Franz (Vidrafoc, Barcelona), con un 
área efectiva de difusión de 2,54 cm2 y el compartimento receptor con capacidad 
para un volumen de 14,5 mL. En este caso, como membrana limitante se extrajo 
mucosa nasal de hocicos de cerdo, para simular la mucosa nasal humana (Mura y 
cols., 2007; Maestrelli y cols., 2009). El compartimento receptor fue completado con 
tampón PBS ajustado a pH 6,2 y el compartimento donador con SNF. 
Como el destino de nuestras formulaciones era su administración por vía intranasal, 
se elaboraron insertos liofilizados para incorporar en cada uno de ellos las 
formulaciones en estudio con el fin de controlar su permeación y, de acuerdo a los 
resultados obtenidos, establecer la posibilidad de utilizar o no, uno de estos 
sistemas como vehículo para la administración de los complejos de L-dopa en CD y 
en liposoma, por vía nasal.  
El tiempo de duración del ensayo fue de 48 horas, durante las cuales se extrajeron 
alícuotas de 1 mL del compartimento receptor a intervalos de tiempo 
predeterminados. El medio extraído fue reemplazado con 1 mL de tampón fresco 
con el fin de mantener las condiciones sink. El ensayo se realizó a 37 ± 1 °C, bajo 
agitación (Multimatic – 9N, potencia 650 W) y por triplicado. Finalmente, las 
alícuotas fueron cuantificadas por HPLC. 
Se calculó el coeficiente de permeación P mediante la siguiente ecuación (Ceschel y 
cols., 2002; Zhang y cols., 2009): 
P = 
𝑑𝑄/𝑑𝑡
𝐴×𝐶𝑑
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Donde dQ/dt es la cantidad de fármaco que atraviesa la membrana por unidad de 
tiempo (masa/tiempo), A es la superficie disponible de difusión (cm2), y Cd es la 
concentración del agente penetrante en el compartimento donador (mg/cm3).   
El flujo en estado estacionario se obtuvo al representar la cantidad acumulada del 
fármaco en el compartimento receptor por unidad de superficie (Q µg/cm2), 
respecto al tiempo. La parte lineal del gráfico ha sido tomada como el flujo en estado 
de equilibrio. La ecuación utilizada para el cálculo del flujo en estado estacionario 
Jss fue la siguiente: 
𝐽𝑆𝑆 = 𝑃 × 𝐶𝑑  
Donde P es el coeficiente de permeación (cm/h) y Cd la concentración del fármaco 
en el compartimiento donador (mg/cm3). 
El estudio de permeación fue realizado sobre insertos constituidos por liposomas 
de levodopa y ácido ascórbico/HP-β-CD. 
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4.1. DESARROLLO Y CARACTERIZACIÓN DE LAS FORMULACIONES DE 
CICLODEXTRINAS INCLUIDAS EN LIPOSOMAS 
4.1.1. Selección del tipo de CD y composición del complejo 
Una vez se han obtenido los resultados del estudio de solubilidad de fase descrito 
en el apartado de metodología, se procedió a representar gráficamente los perfiles 
de solubilidad de levodopa en presencia de las CD (β y HP-β) aumentando su 
concentración desde 0 a 15 mM. El objetivo de este estudio fue comparar la 
influencia de ambas CD sobre la solubilidad y estabilidad de levodopa y seleccionar 
aquella que aportara los mejores valores de tales parámetros (Tonnesen y cols., 
2002). El estudio se repitió con ambas CD añadiendo el antioxidante AA (0,2 
mg/mL) a la formulación, con el fin de seleccionar aquella que aportara la máxima 
estabilidad a levodopa.  
Tras la representación gráfica de los perfiles de solubilidad de la formulación de L-
dopa y L-dopa-AA incluidos en β-CD (Figura 3), se observó un aumento de la 
solubilidad del fármaco de forma lineal al incrementar la concentración de β-CD. 
Como resultado, el diagrama de solubilidad de fase mostró una curva lineal, que es 
de primer orden con respecto a la β-CD. Dicha correlación lineal entre L-dopa y β-
CD sugiere que la estequiometría de complejación es 1:1 (mol/mol) entre el fármaco 
y la CD (Higuchi y Connors, 1965).  
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Figura 3. Representación del diagrama de solubilidad de fase de la L-dopa-AA/β-CD y la L-
dopa/β-CD. 
Asimismo, se observó que tras representar gráficamente las solubilidades, la 
formulación L-dopa / β-CD mostró la ecuación y = 3,6511x + 14,293 con un 
coeficiente de determinación de 0,9933. En el caso de L-dopa-AA / β-CD, la ecuación 
fue y = 3,805x + 18,791 con un coeficiente de determinación de 0,9991. En ambos 
casos, el incremento de la solubilidad de levodopa fue lineal respecto al aumento de 
la concentración de CD. Como es bien sabido, la solubilidad de los fármacos al 
complejarse con las CD cambia debido a que los grupos hidrofóbicos del fármaco ya 
no se encuentran en contacto con el solvente sino con los átomos de la cavidad de la 
CD, siendo la superficie externa de las CD la que interactúa con el solvente. Como 
resultado, la superficie externa de las CD contribuye a la solubilidad del complejo y 
no el fármaco en sí. Por otra parte, la inclusión de levodopa en los complejos de 
inclusión también mejora su estabilidad, ya que el fármaco puede quedar protegido 
del medio externo frente a la oxidación (Ansari y Parveen, 2016). 
A partir de la pendiente de la recta, se procedió a calcular la constante de estabilidad 
del complejo formado en cada uno de los casos. La constante de estabilidad (Ks) del 
complejo L-dopa / β-CD fue 275,44 M-1, mientras que el del complejo L-dopa-AA / 
y = 3,805x + 18,791
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R² = 0,9933
0
10
20
30
40
50
60
70
80
0 5 10 15 20
C
o
n
ce
n
tr
ac
ió
n
 L
-d
o
p
a 
(m
M
)
Concentración CD (mM)
L-dopa-AA  B-CD
L-dopa  B-CD
Resultados y discusión (II) 
 
- 281 - 
 
β-CD fue 271,30 M-1, indicando ambos valores que el complejo fármaco-CD es 
suficientemente estable. Según algunos autores, valores de Ks que se encuentren en 
un rango entre 100 y 1000 M-1, indican valores ideales de estabilidad, mientras que 
valores inferiores de Ks indican una interacción entre el fármaco y la CD, lo cual 
supondría una liberación incompleta del fármaco del complejo de inclusión (Mukne, 
2004). 
A continuación, se repitió el mismo procedimiento, representando gráficamente los 
perfiles de solubilidad de la formulación de L-dopa y L-dopa-AA incluidos en HP-β-
CD (Figura 4). Al igual que ocurría en el caso de β-CD, en este gráfico también se 
observó un aumento de la solubilidad de levodopa de forma lineal al incrementar la 
concentración de HP-β-CD (Higuchi y Connors, 1965). Como resultado, el diagrama 
de solubilidad de fase mostró una curva lineal, que es de primer orden con respecto 
a HP-β-CD. Esta correlación lineal entre L-dopa y HP-β-CD sugiere que la 
estequiometría de complejación es 1:1 (mol/mol) entre el fármaco y la CD. 
Figura 4. Representación del diagrama de solubilidad de fase de L-dopa-AA/HP-β-CD y la L-
dopa/HP-β-CD. 
Tras representar gráficamente las solubilidades obtenidas en el estudio de 
solubilidad, se obtuvo una recta. En el caso de L-dopa / HP-β-CD se obtuvo la recta 
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de calibrado y = 3,8230x + 4,9794 cuyo coeficiente de determinación fue 0,9964. Y 
en el caso de L-dopa-AA / HP-β-CD se obtuvo la recta de calibrado y = 3,9369x + 
8,7575 cuyo coeficiente de determinación fue 0,9996. Con estos datos podemos 
afirmar, al igual que ocurría con la  β-CD, que el aumento de la concentración de CD 
provocaba un incremento de la solubilidad de L-dopa. Igualmente, las pendientes 
de las rectas facilitarán el cálculo de las constantes de estabilidad de los complejos 
formados en cada uno de los casos, siendo de 270,84 M-1 para L-dopa / HP-β-CD y 
268,09 M-1 para el complejo L-dopa-AA / HP-β-CD. Ambos valores indican que el 
complejo fármaco-CD es suficientemente estable.  
Los valores de α y Ks extraídos de las rectas, así como el coeficiente de 
determinación, se resumen en la tabla 6. 
Muestra α Ks (M-1) R2 
L-dopa-AA / β-CD 3,805 271,30 0,9991 
L-dopa / β-CD 3,6511 275,44 09933 
L-dopa-AA / HP-β-CD 3,9369 268,09 0,9996 
L-dopa / HP-β-CD 3,823 270,84 0,9964 
Tabla 6. Datos obtenidos del diagrama de solubilidad de L-dopa con y sin antioxidante y con 
las diferentes ciclodextrinas. α: pendiente; Ks: Constante estabilidad; R2: Coeficiente de 
determinación. 
Tras realizar los estudios de solubilidad de fase empleando diferentes complejos de 
inclusión con el fin de observar la capacidad de β-CD y HP-β-CD para proteger 
levodopa del proceso de oxidación, se dedujo que ambos complejos favorecen la 
estabilidad de levodopa. En la Tabla 6, se aprecian resultados similares de Ks tanto 
en las formulaciones con β-CD como con HP-β-CD. Estos resultados son razonables 
ya que la formación del complejo de inclusión depende de las interacciones 
hidrofóbicas entre el fármaco y la cavidad apolar de las CD, de tal forma que el 
fármaco queda incluido en el interior de las ciclodextrinas, protegido de los agentes 
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externos que provocan su oxidación, favoreciendo, por consiguiente, la estabilidad 
del mismo (Manca y cols., 2005). Por otro lado, cabe destacar que las formulaciones 
que contienen ácido ascórbico han mostrado un mejor ajuste de los puntos, 
pudiendo ser indicativo de una mayor estabilidad de la molécula en presencia del 
antioxidante. 
Cualitativamente, se apreció el proceso de oxidación de levodopa en las 
formulaciones sin ácido ascórbico (Figuras 5 y 6), lo que demostró que la adición 
del antioxidante es necesaria para detener este proceso oxidativo. Las Figuras 5y 6 
mostraron mejores resultados en presencia de AA, debido a que esta molécula actúa 
como un captador de moléculas de oxígeno e inhibe la oxidación (Ahn y cols, 2007; 
Yetella y Min, 2008). AA también puede promover la generación de especies 
reactivas de oxígeno (OH, O2, H2O2 e iones de fermentación) en presencia de Fe3+ o 
Cu2+ libre. Esta actividad prooxidante se deriva de la capacidad del ácido ascórbico 
para reducir Fe3+ o Cu2+ a Fe2+ o Cu+, respectivamente, y para reducir el O2 a H2O2 
(Herbert y cols., 1996; Carr y cols., 1999). 
Figura 5. Representación de las formulaciones de levodopa/β-CD y levodopa-AA/β-CD. 
Tras la realización de este estudio, se corroboró la importancia de añadir el 
antioxidante AA a la formulación de levodopa y CD. Parece ser que la CD sola no es 
capaz de evitar el proceso de oxidación del fármaco, siendo necesaria la adición del 
antioxidante a la formulación, de tal forma que la inclusión de levodopa y AA en CD 
sería la opción más favorable para mejorar la estabilidad de este fármaco en medio 
acuoso. Como se observa en las Figuras 5 y 6, tanto la β-CD como la HP-β-CD 
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favorecen la estabilidad del fármaco, corroborando el resultado obtenido en la 
Tabla 6 donde ambas CD muestran una constante de estabilidad similar. 
Figura 6. Representación de las formulaciones de levodopa/HP-β-CD y levodopa-AA/HP-β-CD. 
4.1.2. Estudio de la interacción entre β-CD y colesterol 
Tras observar que ambas ciclodextrinas favorecen la estabilidad de levodopa, se 
procedió a incluir levodopa y AA en las CD, para elaborar posteriormente los 
liposomas. Básicamente, estos están constituidos por fosfolípidos y colesterol; como 
es bien sabido, el colesterol añadido a la formulación de liposomas modifica la 
fluidez de la membrana, favoreciendo la capacidad de encapsulación de los 
fármacos y mejorando la estabilidad física de las vesículas lipídicas (Magarkar y 
cols., 2014; Briuglia y cols., 2015). Debido a la posible interacción que pudiera 
existir entre el colesterol y la β-CD, detectada en trabajos previos y propuesta ya por 
autores como Sánchez y cols. (2011), se caracterizaron las diferentes formulaciones 
de liposomas elaboradas para estudiar dicha interacción. 
En la Tabla 7 se observan los resultados obtenidos tras la caracterización de las 
distintas formulaciones. 
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Lote Tamaño (nm) IP Potencial z (mV) EE (%) 
CD/D 1327 ± 0,2 0,63 ± 0,1 -1,9 ± 0,08 12,2 ± 0,06 
CD/DC 1825 ± 0,05 0,51 ± 0,04 -0,3 ± 0,06 29,1 ± 0,08 
CD/DCH 2231 ± 0,01 0,38 ± 0,01 -11,83 ± 0,05 62,3 ± 0,02 
Tabla 7. Caracterización de diferentes formulaciones liposomales incluidas en β-CD. IP: Índice 
de polidispersión; EE: Eficacia de encapsulación. Lote CD/D, constituido sólo por el fosfolípido 
DPPC; Lote CD/DC, constituido por DPPC y colesterol; Lote CD/DCH, constituido por DPPC y 
colesterol-hemisuccinato. En todos los lotes estaba presente la β-CD (CD). 
Como se observa en la Tabla 7, los liposomas formulados con colesterol 
hemisuccinato (CD/DCH) mostraron los resultados más favorables. Estas 
formulaciones presentaron los valores más elevados de eficacia de encapsulación 
de levodopa. En consecuencia, a mayor carga de fármaco, el tamaño de las vesículas 
es superior. Autores como Rajan y cols. (2011) y Choudhury y cols. (2016) explican 
que el aumento de la cantidad de fármaco incluido en el compartimento acuoso, 
conlleva a un incremento de las dimensiones de las vesículas.  
Asimismo, la formulación CD/DCH mostró valores más negativos de potencial z que 
las formulaciones que contenían colesterol o ausencia del mismo, indicando una 
posible mayor estabilidad de esta formulación. Autores como Sánchez y cols. (2011) 
han demostrado la afinidad existente entre β-CD y el colesterol, produciendo la 
eliminación de los esteroles liposomales lo que conlleva a la inestabilidad de la 
membrana, disminuyendo el potencial z de las formulaciones liposomales. De la 
misma forma, otros autores sugieren que β-CD puede formar complejos de inclusión 
con el colesterol siguiendo una estequiometría 1:1, desplazando el fármaco 
(Uekama y cols., 1987). Esto es lo que ocurre en el lote CD/DC, se forma un complejo 
entre la ciclodextrina y colesterol, produciendo un efecto de competencia entre el 
colesterol y levodopa, disminuyendo de este modo su eficacia de encapsulación, así 
como la estabilidad de la vesícula. 
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Por tanto, debido a este efecto de competencia del colesterol por la ciclodextrina, 
los estudios se continuarán incluyendo en la formulación de los liposomas 
colesterol hemissucinato. 
4.2. INFLUENCIA DE LA CARGA SUPERFICIAL, TÉCNICA DE PREPARACIÓN Y 
TIPO DE CD EN LAS CARACTERÍSTICAS DE LAS VESÍCULAS LIPÍDICAS 
El objetivo de este apartado fue el intentar conseguir el mayor porcentaje de 
levodopa encapsulada en los liposomas. Para ello, una vez detectado el posible 
desplazamiento del fármaco de la cavidad de la CD y modificada la composición de 
la bicapa por el derivado hemisuccinato del colesterol, se procedió a incluir agentes 
de carga en la misma, a fin de intentar mejorar la estabilidad de las formulaciones. 
Además, se optó por estudiar el efecto que tendría la inclusión del derivado 
hidroxilado de la β-CD. Por otra parte, y analizando el proceso de atrapamiento del 
fármaco en el interior del liposoma, se pensó en introducir una nueva técnica de 
encapsulación de levodopa, siguiendo un procedimiento activo, como se detalló en 
el apartado de metodología, por gradiente transmembrana. 
En primer lugar, se procedió a la modificación del agente de carga superficial para 
evaluar el efecto de la carga superficial en las características de los liposomas 
obtenidos mediante las dos técnicas de elaboración seleccionadas. Para ello, se 
añadió a la formulación agentes de carga positiva (DDAB) y negativa (DCP) 
(Manosroi y cols., 2002; Manosroi y cols., 2004). Los lotes así obtenidos fueron 
evaluados en cuanto a tamaño, IP, potencial z y eficacia de encapsulación. Los 
resultados se recogen en la Tabla 8. 
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Técnica Lote 
Tamaño 
(nm) 
IP 
Potencial z 
(mV) 
% EE 
TLE βCD/DCH/- 2916 ± 0,7 0,96 ± 0,2 -11,7 ± 0,6 52 ± 0,2 
TLE βCD/DCH/+ 2843 ± 0,2 1,00 ± 0,1 5,64 ± 0,9 42,8 ± 0,3 
Transmembrana βCD/DCH/- 1185 ± 0,6 0,85 ± 0,7 -11,2 ± 0,4 33 ± 0,1 
Transmembrana βCD/DCH/+ 925 ± 0,9 0,86 ± 0,5 7,9 ± 0,8 38 ± 0,5 
Tabla 8. Representación del tamaño, IP, potencial z y eficacia de encapsulación de levodopa en 
vesículas lipídicas elaboradas por distintas técnicas y diferente concentración de los agentes 
de carga incluidos en β-CD. IP: Índice de polidispersión; EE: Eficacia de encapsulación. 
βCD/DCH/-: β-ciclodextrina/DPPC y colesterol hemisuccinato/Dicetilfosfato. βCD/DCH/+: β-
ciclodextrina/DPPC y colesterol hemisuccinato/DDAB. 
En cuanto al tamaño de las formulaciones, se observó que los liposomas elaborados 
mediante el método transmembrana mostraron dimensiones inferiores que los 
liposomas elaborados por TLE. Este resultado está relacionado con el proceso de 
elaboración de los mismos, que implica un proceso de diálisis que conlleva la 
reducción del tamaño de las vesículas lipídicas (Fernández-Romero y cols., 2017). 
Respecto al IP, también se observó un incremento en los liposomas elaborados 
mediante TLE, indicando que las vesículas lipídicas presentaron mayor dispersión 
en cuanto a tamaño, exhibiendo las formulaciones una población heterogénea 
(Rajan y cols., 2011). Como ya se ha referido con anterioridad, este parámetro puede 
ser controlado mediante la extrusión de las muestras, de tal forma que es posible 
obtener una reducción en el tamaño vesicular así como en el IP. 
Respecto a la modificación de la carga superficial, se observó que el diámetro 
vesicular de los liposomas con carga negativa fue mayor que el de las formulaciones 
con carga positiva debido a que la inclusión de carga negativa da como resultado un 
aumento en el espacio entre las bicapas lipídicas. Este fenómeno puede explicarse 
por la atracción del fármaco hacia las partículas cargadas negativamente 
empujando al grupo de cabezas de fosfolípidos (Lawrence y cols., 1993). Además, 
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los liposomas elaborados con el agente de carga DCP mostraron eficacias de 
encapsulación superiores a los que llevaban DDAB en su formulación. Autores como 
Hosny (2010) han demostrado que los liposomas cargados negativamente 
presentan mayor eficacia de encapsulación debido a la atracción electrostática entre 
el fármaco y los lípidos cargados negativamente. Numerosos estudios corroboran 
que los liposomas compuestos por DPPC-colesterol-DCP retienen más cantidad de 
fármaco que los liposomas compuestos por DPPC-colesterol-DDAB. Este efecto 
parece ser debido a la repulsión electrostática que se produce entre el fármaco y los 
liposomas cargados positivamente, lo que da como resultado una mayor velocidad 
de liberación de la molécula activa (Gubernator y cols., 2007; Kadar y cols., 2010). 
En cuanto a los valores de potencial zeta, se obtuvieron valores similares al añadir 
el mismo agente de carga, independientemente de la técnica de elaboración, lo que 
hace indicar que por ambos métodos se producen liposomas estables mostrando 
una mayor estabilidad las formulaciones que contienen DCP. 
En la Tabla 9 se representan los resultados obtenidos tras la caracterización de los 
liposomas elaborados por las técnicas TLE y transmembrana incluyendo levodopa 
y ácido ascórbico en el complejo de inclusión HP-β-CD. Como puede observarse, no 
se aprecian grandes diferencias entre las formulaciones elaboradas con la β-CD que 
con la HP-β-CD, mostrando similares resultados en cuanto a la encapsulación del 
fármaco, así como en el tamaño, IP y potencial z de cada una de las formulaciones. 
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Técnica Lote Tamaño 
(nm) 
IP Potencial 
z (mV) 
% EE 
TLE HPβCD/DCH/- 2866 ± 0,5 0,61 ± 0,3 -11,3 ± 0,5 54 ± 0,21 
TLE HPβCD/DCH/+ 2848 ± 0,3 0,97 ± 0,1 5,73 ± 0,6 41,1 ± 0,2 
Transmembrana HPβCD/DCH/- 1197 ± 0,4 0,87 ± 0,9 -11,1 ± 0,4 31,4 ± 0,1 
Transmembrana HPβCD/DCH/+ 932 ± 0,6 0,84 ± 0,3 6,8 ± 0,5 36,2 ± 0,5 
Tabla 9. Representación del tamaño, IP, potencial z y eficacia de encapsulación de vesículas 
lipídicas elaboradas por distintas técnicas y diferente concentración de los agentes de carga 
incluidos en HP-β-CD. IP: Índice de polidispersión; EE: Eficacia de encapsulación. 
HPβCD/DCH/-: HP-β-ciclodextrina/DPPC y colesterol hemisuccinato/Dicetilfosfato. 
HPβCD/DCH/+: HPβ-ciclodextrina/DPPC y colesterol hemisuccinato/DDAB. 
Tras observar que las formulaciones elaboradas por TLE y con el agente de carga 
DCP fueron las que presentaron mayor eficacia de encapsulación y carga superficial 
favorable, se procedió a extruir las muestras con la finalidad de reducir el tamaño 
de las vesículas, ya que al ser destinada la formulación a ser administrada por vía 
intranasal, resulta imprescindible controlar el tamaño.  
4.2.1. Influencia del proceso de extrusión  
Tras elaborar los liposomas de levodopa y AA, ambos formulados con CD, mediante 
TLE, se obtienen unas vesículas de gran tamaño, como se recoge en las tablas 8 y 9.  
Con el fin de reducir el tamaño vesicular y estudiar su influencia sobre la eficacia de 
encapsulación del fármaco, se extruyeron los liposomas de levodopa y AA 
elaborados por TLE. Los resultados de la caracterización llevada a cabo se recogen 
en la Tabla 10.  
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Lote Tamaño (nm) IP 
Potencial z 
(mV) 
% EE 
βCD/DCH/- Ext 457 ± 0,03 0,12 ± 0,04 -18,4 ± 0,05 64,5 ± 0,01 
HPβCD/DCH/- Ext 463 ± 0,01 0,14 ± 0,01 -19,1 ± 0,06 66,1 ± 0,02 
Tabla 10. Representación del tamaño, IP, potencial z y eficacia de encapsulación de vesículas 
lipídicas tras el proceso de extrusión. IP: Índice de polidispersión; EE: Eficacia de 
encapsulación. 
Tras el proceso de extrusión, las muestras presentaron una disminución del tamaño 
de las vesículas, como cabría esperar. Se sugirió que el mecanismo de reducción de 
tamaño incluye la ruptura de vesículas y la reorganización espontánea después del 
paso a través de la membrana, dando como resultado la formación de liposomas 
unilaminares (Berger y cols., 2001). En lo que respecta al tamaño, el diámetro de 
liposomas extruidos exhibió un valor promedio de 457 nm y 463 nm en liposomas 
con β-CD y HP-β-CD, respectivamente, acorde con el tamaño de poro del filtro 
utilizado (400 nm). Dicho tamaño, al ser manipulable, podría ser adaptado para su 
administración por vía intranasal (Ruano, 2013).  
En cuando al IP, existe una disminución en su valor después de la extrusión, 
demostrando que la muestra de los liposomas extruidos se encontraba menos 
dispersa en relación al tamaño, significando ello la presencia de una población de 
liposomas de tamaño más homogéneo.  
Así mismo, los valores de potencial z superiores obtenidos en las muestras extruidas 
predicen una mayor estabilidad de la dispersión coloidal de las vesículas frente a las 
no extruidas (Ruano, 2013). 
Tras el proceso de extrusión, el tamaño de las vesículas lipídicas disminuye, 
mientras que la eficacia de encapsulación de levodopa aumenta. La explicación a 
estos resultados proviene del propio mecanismo de acción del equipo de extrusión 
sobre las vesículas, ya que la reorganización estructural de las vesículas durante el 
paso a través de los filtros, provoca un mayor atrapamiento del fármaco (Schneider 
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y cols., 1996; González-Rodríguez y cols., 2012). Este resultado es favorable y se 
establecería como el adecuado para la elaboración de liposomas con levodopa. 
4.3. APLICACIÓN DE LAS FORMULACIONES EN CULTIVOS CELULARES 
Una vez optimizadas las formulaciones compuestas por levodopa-AA en CD, 
incluidas en liposomas, se procedió a aplicar las formulaciones en células 
neuronales y de la microglía para observar el comportamiento en cultivos celulares. 
En este estudio, para el co-cultivo, se seleccionaron neuronas dopaminérgicas de 
rata N27, obtenidas del tejido mesencefálico de ratas E12 (1RB3AN27) y células de 
la microglía BV2, representando una población homogénea de células con 
características funcionales similares a las neuronas dopaminérgicas y células de la 
microglía como modelo in vitro para estudios de neurodegeneración dopaminérgica 
(Anantharam y cols., 2007; Ortiz-Ortiz y cols., 2009). Diversos estudios han 
establecido que las células N27 y BV2 constituyen un modelo de cultivo celular 
adecuado para estudiar la neurodegeneración dopaminérgica, ya que estas células 
derivan del mesencéfalo, una región cerebral directamente afectada en numerosas 
enfermedades neurodegenerativas (Anantharam y cols., 2002; Kaul y cols., 2003; 
Kanthasamy y cols., 2006). Estas células aportan ventajas significativas, ya que 
particularmente permiten la investigación directa y rápida de respuestas celulares 
relevantes y susceptibles de manipulación genética. Las neuronas primarias de los 
roedores son inadecuadas, porque el número de células es bajo y las neuronas 
derivadas de células madre aún adolecen de una diferenciación insuficiente y, por 
lo tanto, de problemas de consistencia. 
En este estudio se comenzó aplicando las formulaciones A-F mencionadas en la 
Tabla 3 de metodología, incluyendo la β-CD, sobre los co-cultivos celulares y se 
analizó al microscopio a las 24 horas de la siembra, obteniéndose los resultados que 
se exponen a continuación. 
Hay que exponer que el LPS es un ligando específico del receptor TLR4 y se ha 
convertido en un método muy popular para investigar las respuestas de las células 
gliales a estímulos neuroinflamatorios, simulando el entorno neuronal en diferentes 
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trastornos del SNC. Por ello, añadimos LPS al medio, de forma que favorezca la 
activación de las neuronas. 
En las imágenes de la Figura 7 se observa el comportamiento de las células 
neuronales y de la microglía tras aplicar cada una de las muestras elaboradas, así 
como los controles. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Imágenes obtenidas tras estudios en cultivos celulares. A) Solución control de 
levodopa; B) Solución control de levodopa y ácido ascórbico; C) Solución control de levodopa-
ácido ascórbico y β-CD; D) Liposomas blancos; E) Liposomas de levodopa-ácido ascórbico; F) 
Liposomas de levodopa-ácido ascórbico/β-CD. 
En el caso de la solución control de levodopa (Figura 7A) se observa un 
comportamiento normal de las células, con cierta aglomeración, si lo comparamos 
con la imagen de la solución control de levodopa y ácido ascórbico (Figura 7B), 
donde aparecen las células más dispersas. Una respuesta similar ofrecen las células 
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tras la aplicación de los liposomas de levodopa y ácido ascórbico (Figura 7E), lo que 
hace pensar que la formulación liposomal de levodopa y ácido ascórbico podría ser 
un buen candidato como neuroprotector de las células del SNC. Esto se debe a la 
capacidad neuroprotectora que presenta levodopa, así como a la capacidad para 
captar radicales libres del antioxidante ácido ascórbico. Como ya ha sido 
demostrado en apartados anteriores, la inclusión del fármaco en liposomas, así 
como la adición de un antioxidante, favorece la estabilidad de levodopa, gracias a la 
capacidad del antioxidante para captar los radicales libres producidos por el mismo 
fármaco antiparkinsoniano. Este hecho queda reflejado en las imágenes de las 
células neuronales, donde se puede observar cómo la formulación de liposomas 
presentó mayor capacidad de neuroprotección frente la solución de levodopa o la 
solución de levodopa-AA. 
No obstante, a las 24 horas de la aplicación de las formulaciones, se observó una 
aglomeración celular, así como la rotura o lisis de muchas de ellas en las imágenes 
correspondientes a la formulación liposomal que contenía β-CD (Figura 7F) así 
como en la solución control con β-CD (Figura 7C). Este efecto puede ser debido al 
efecto citotóxico de la β-CD (Horvath y cols., 2016).   
No obstante, este mismo efecto en las células se observó en los liposomas blancos 
(Figura 7D). Se pensó entonces que, bien la composición liposomal o bien la 
presencia de trazas de cloroformo en la formulación, podrían ser las responsables 
de la muerte de las células neuronales, ya que tanto el agente de carga DCP como el 
cloroformo pueden ser neurotóxicos (Dick y cols., 2006). Para determinar la causa 
de la muerte neuronal, se observó al microscopio la influencia de cada una de las 
muestras G-K expuestas en la Tabla 3 sobre las células neuronales N27, a las 12 y 
24 horas de tratamiento con la finalidad de detectar el parámetro a controlar para 
evitar el proceso de muerte celular. Los resultados obtenidos se recogen en la Figura 
8. 
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Figura 8. Imágenes obtenidas tras estudios en cultivos celulares a las 12 horas de tratamiento. 
G) Solución DCP; H) Liposomas blancos sin DCP; I) Liposomas blancos con DCP; J) Liposomas 
blancos sin DCP con β-CD; K) Liposomas blancos con DCP y β-CD. 
En la Figura 8 se observa la influencia de las distintas formulaciones sobre las 
células neuronales a las 12 horas de tratamiento. Según se puede observar, la 
solución de DCP (Figura 8G) no produce muerte celular, observándose una 
población celular homogénea, lo cual nos llevaría a pensar que el agente de carga 
DCP no es el principal responsable del proceso de necrosis. Respecto a las 
formulaciones de liposomas blancos sin y con DCP (Figuras 8H y 8I), éstas tampoco 
provocan muerte celular, aunque sí empieza a observarse cierta agregación entre 
las células neuronales. Las formulaciones liposomales que incluyen β-CD en la 
formulación empiezan a mostrar deterioro de las células, observándose una clara 
muerte celular tras aplicar los liposomas blancos con DCP y β-CD.  
Antes de tomar alguna decisión, se procedió a analizar el comportamiento neuronal 
tras aplicar las formulaciones durante 24 horas, y los resultados se reflejan a 
continuación. 
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Figura 9. Imágenes obtenidas tras estudios en cultivos celulares a las 24 horas de tratamiento. 
G) Solución DCP; H) Liposomas blancos sin DCP; I) Liposomas blancos con DCP; J) Liposomas 
blancos sin DCP con β-CD; K) Liposomas blancos con DCP y β-CD. 
Tras 24 horas de tratamiento, se sigue observando que la solución de DCP (Figura 
9G) no produce daño sobre las células neuronales con el paso del tiempo. Sin 
embargo, las formulaciones liposomales sin y con DCP muestran muerte celular a 
las 24 horas. Al descartar el DCP como agente causante de la neurotoxicidad, nos 
hace pensar que las formulaciones liposomales contienen trazas de cloroformo, que 
no haya sido evaporado por completo en el proceso de elaboración, ya que el 
cloroformo es neurotóxico. Para solventar estos problemas, se procedió a aumentar 
el tiempo de evaporación del cloroformo, de tal forma que tras la disolución de los 
componentes que conforman la película lipídica en cloroformo, las muestras de 
dejaron evaporando durante 48 horas en rotavapor, para asegurarnos que no 
quedasen trazas de dicho solvente. 
Por tanto, las muestras que contienen β-CD son las que mostraron una mayor 
muerte celular, debido al efecto citotóxico de la β-CD. Así, nos decantamos por la 
hipótesis del desplazamiento de levodopa y ácido ascórbico del complejo, ya que la 
β-CD tiene gran afinidad por las moléculas de colesterol de las células, de tal forma 
que la ciclodextrina desplaza el fármaco para incluir en su interior el colesterol de 
las células neuronales, produciendo la muerte de las mismas (Horvath y cols., 2016). 
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Numerosos estudios han demostrado que la exposición de las células con 
formulaciones que contienen β-CD provocan el desplazamiento del colesterol, 
formando las ciclodextrinas el complejo de inclusión con el colesterol, lo que llevaría 
a la destrucción de la estructura celular y, por tanto, la muerte de la misma 
(Zidovetzki y Levitan, 2007; Roka y cols., 2015). 
Tras detectar los problemas de citotoxicidad producidos por la β-CD, se procedió a 
repetir los ensayos pero sustituyendo la ciclodextrina por su derivado 
hidroxipropilado. Se aplicaron las formulaciones A-F con la HP-β-CD de la Tabla 3 
sobre las células neuronales N27 y se observó su comportamiento a las 12 y 24 
horas de tratamiento (Figuras 10 y 11, respectivamente). 
 
Figura 10. Imágenes obtenidas tras estudios en cultivos celulares a las 12 horas de 
tratamiento. A) Solución control de levodopa; B) Solución control de levodopa y ácido 
ascórbico; C) Solución control de levodopa-ácido ascórbico y HP-β-CD; D) Liposomas blancos; 
E) Liposomas de levodopa-ácido ascórbico; F) Liposomas de levodopa-ácido ascórbico/HP-β-
CD. 
A B C 
D E F 
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Figura 11. Imágenes obtenidas tras estudios en cultivos celulares a las 24 horas de 
tratamiento. A) Solución control de levodopa; B) Solución control de levodopa y ácido 
ascórbico; C) Solución control de levodopa-ácido ascórbico y HP-β-CD; D) Liposomas blancos; 
E) Liposomas de levodopa-ácido ascórbico; F) Liposomas de levodopa-ácido ascórbico/HP-β-
CD. 
Tras aplicar cada una de las formulaciones sobre las células neuronales, se analizó 
el comportamiento de las células a las 12 y 24 horas de la aplicación. En este caso, 
transcurrido el tiempo, no hubo diferencias apreciables en el comportamiento 
celular. A ambos tiempos se observó un comportamiento normal de las células en 
las soluciones controles tanto de levodopa (Figuras 10A y 11A) como levodopa y 
ácido ascórbico (Figuras 10B y 11B). La solución constituida por HP-β-CD (Figuras 
10C y 11C) no mostró muerte celular, como podía observarse con la β-CD, lo cual 
nos permite corroborar el efecto citotóxico de la β-CD, mediante la inclusión del 
colesterol celular en la ciclodextrina, lo que conlleva a un proceso de muerte 
neuronal. Por su parte, la formulación de liposomas blancos (Figuras 10D y 11D) 
también ofrece resultados favorables a nivel celular, lo cual nos lleva a pensar que 
el cloroformo también estaba interviniendo parcialmente en el proceso de la muerte 
de las células. Al conseguir eliminar por completo las trazas de cloroformo en la 
formulación, se evita el efecto neurotóxico del mismo. Las formulaciones 
liposomales de levodopa y ácido ascórbico (Figuras 10E y 11E) continuaron 
A B C 
D E F 
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mostrando resultados favorables al ser aplicadas sobre las células neuronales. 
Finalmente, el complejo L-dopa-AA/HP-β-CD incluido en liposomas mostró una 
gran mejora en el comportamiento de las células neuronales. El cambio de 
ciclodextrina ha evitado el proceso de muerte celular producido por la β-CD. Otros 
autores han demostrado la alta tolerabilidad que presenta la línea celular de 
astrocitos para las formulaciones con HP-β-CD. Asimismo, autores como 
Schonfelder y cols. (2006) informaron que la β-CD induce muerte celular, 
observando alteraciones fenotípicas de las células, que incluyen la producción 
excesiva de proteínas estructurales y filamentos intermedios, hipertrofia celular y 
proliferación celular. Sofian y cols. (2012) encontraron hallazgos similares, 
observando un aumento en la tasa de proliferación celular de las células de la glía 
tras la exposición de la β-CD durante 72 horas. Sin embargo, la tolerabilidad de los 
astrocitos mejoró con el complejo HP-β-CD, mostrando un aumento en la viabilidad 
celular (Rasheed y cols., 2008). 
Estos resultados preliminares serán objeto de estudios más completos en relación 
a la cuantificación de la actividad neuroprotectora de la formulación propuesta, así 
como la viabilidad celular en presencia de la misma. 
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4.4. CARACTERIZACIÓN DE LOS INSERTOS NASALES LIOFILIZADOS 
4.4.1. Caracterización físico-química de los geles 
Una vez han sido elaborados los geles de quitosano y Pluronic® F127, se procedió a 
mezclarlos en distintas proporciones. Cada una de estas combinaciones fue 
analizada con el fin de obtener un gel que ofrezca las mejores características de 
viscosidad y mucoadhesión para su administración por vía nasal. 
Se decidió incluir quitosano en todas las combinaciones de geles por sus 
propiedades bioadhesivas, su naturaleza viscosa, su capacidad para mantenerse en 
estado de hidrogel a pH intranasal y, fundamentalmente, por su naturaleza 
catiónica, que favorece el tiempo de residencia de la formulación en la mucosa nasal, 
de naturaleza aniónica (Luppi y cols., 2010). Numerosos estudios han demostrado 
la eficacia de los sistemas de administración de fármacos constituidos por quitosano 
(Marin y Andrianov, 2011; Hosseini y cols., 2013).  
Para conseguir un sistema capaz de controlar la liberación del fármaco y mejorar su 
capacidad adyuvante, los sistemas de quitosano se prepararon en presencia de 
Pluronic F-127 como agente estabilizante (Kang y cols., 2009). La elección del 
polímero Pluronic se debe a su capacidad de gelificación termorreversible, en la que 
el polímero cambia de líquido a gel al alcanzar temperaturas fisiológicas (Schmolka, 
1991). Varios estudios han demostrado las ventajas de usar la combinación 
quitosano/Pluronic para proporcionar un buen sistema para la administración 
intranasal de fármacos (Westerink y cols., 2001; Gupta y cols., 2010).  
Una vez elaboradas cada una de las combinaciones de geles descritas en apartados 
anteriores, se procedió a realizar medidas de pH, viscosidad y carga superficial de 
cada una de las muestras, de forma que pudiéramos seleccionar la combinación de 
geles más favorable para la elaboración de los insertos intranasales (Tabla 11).   
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Tabla 11.  Representación del pH, viscosidad y carga superficial de las diferentes 
combinaciones de geles elaboradas. Cx:Py: Porcentaje de quitosano (Cx): Porcentaje de 
Pluronic® F127 (Py). 
Si analizamos los geles elaborados (Tabla 11), se aprecia una disminución del pH, 
un aumento de la viscosidad y también un incremento de la carga superficial 
conforme aumenta la proporción de chitosan en la formulación. Respecto al pH, el 
resultado es lógico, ya que el gel de quitosano fue disuelto en ácido acético (pH 4,7) 
para evitar la neutralización de su carga, mientras que el gel de Pluronic fue disuelto 
en tampón PBS pH 6,2 de forma que al aumentar la proporción de quitosano se está 
incrementando la proporción de medio ácido. 
Autores como Nilsen-Nygaard y cols. (2015) han demostrado que la variación de pH 
va a influir significativamente en la estructura del hidrogel, de manera que a pH bajo 
se produce la rotura de los enlaces covalentes de la molécula de quitosano, 
quedando los grupos -NH3+ libres, lo que conlleva a la formación de un gel con 
Formulación gel pH Viscosidad Carga superficial 
C90:P10 3,85 18 ± 0,02 31,57 ± 4,04 
C80:P20 4,04 17 ± 0,01 25,23 ± 1,26 
C70: P30 4,03 15,9 ± 0,5 23,23 ± 4,1 
C60:P40 4,25 16,3 ± 1,15 13,83 ± 6,4 
C50:P50 4,28 13,3 ± 0,57 12,23 ± 2,38 
C40:P60 4,54 12,56 ± 0,01 7,65 ± 3,94 
C30:P70 4,70 12,29 ± 1,15 9,32 ± 0,08 
C20:P80 5,07 11,18 ± 0,24 1,61 ± 0,14 
C10:P90 6,03 10,91 ± 0,51 0,49 ± 0,22 
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grupos más ionizables. Debido a este incremento de carga, se producen repulsiones 
electrostáticas entre las cadenas catiónicas de las moléculas de quitosano, lo que 
conlleva al hinchamiento del gel, al mismo tiempo que las cadenas del polímero se 
vuelven más hidrófilas produciendo un aumento en la hidratación del mismo. En 
cambio, a pH altos, los grupos -NH3+ se neutralizan formando NH2, que conlleva a 
una disminución de las fuerzas de repulsión entre las cadenas de quitosano. 
Asimismo, se produce un aumento en la hidrofobicidad del gel debido al incremento 
de los grupos NH2 en las cadenas de quitosano. Este efecto hidrofóbico provoca la 
agregación de las cadenas moleculares, haciendo que el gel se encoja, de forma que 
disminuye el volumen del mismo (Domínguez-Delgado y cols., 2016). 
La Figura 12 muestra cómo la molécula de quitosano a pH bajo presenta los grupos 
amino protonados, responsables del comportamiento policatiónico de la molécula 
a pH ácido, mientras que a pH más elevados, la molécula se desprotona, haciendo 
que el polímero pierda su carga, lo que también influye en su capacidad 
mucoadhesiva (Kurita, 2006). 
 
 
 
 
 
Figura 12. Estructura de quitosano (Kurita, 2006). 
Por otra parte, el pH del hidrogel va a influir directamente en la viscosidad de la 
formulación, de manera que a pH bajo la formulación se encuentra protonada. A 
medida que aumentan las cargas de las cadenas poliméricas y aumenta la repulsión 
electrostática, se produce una expansión de la formulación, de manera que la 
viscosidad aumenta sustancialmente (Klossner y cols., 2008), al igual que influye la 
proporción de quitosano en la viscosidad intrínseca. Así, un aumento en la 
proporción de quitosano conlleva a un aumento de la viscosidad del hidrogel, 
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debido a una restricción en la libertad de giro de las cadenas poliméricas por un 
aumento del entrecruzamiento entre las moléculas de polímero (Berth y 
Dautzenberg, 2002).  
Autores como Escobar-Chávez y cols. (2006) demostraron que incluir Pluronic a 
bajas concentraciones era favorable, ya que permitía la formación de micelas 
monomoleculares, mientras que a concentraciones más altas dan como resultado 
agregados multimoleculares constituidos por un núcleo hidrófobo unidos a unas 
cadenas hidrófilas en contacto con el medio acuoso (Figura 13).  
Cuando se añade el polímero por encima de la concentración micelar crítica (10-
20%), que es la concentración óptima para que se forme el gel, las micelas pueden 
ordenarse formando un enrejado. Parece ser que esto es lo que ocurre en las 
formulaciones de geles elaboradas, ya que al aumentar la proporción de Pluronic se 
produce un descenso tanto en la viscosidad, como en la estabilidad de los hidrogeles. 
Por tanto, es importante controlar la proporción de este polímero alrededor de su 
concentración micelar crítica.  
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Ilustración esquemática de la formación de micelas y agregados multimoleculares 
de Pluronic F127. 
En lo referente a la carga superficial, parámetro muy útil para determinar la 
estabilidad de la formulación, los resultados demuestran que a mayor porcentaje de 
quitosano, mayor es la estabilidad del hidrogel, ya que valores de potencial z 
superiores a 20 mV indican que se trata de un sistema estable (Villasmil-Sánchez y 
cols., 2010).  
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Por tanto, la estabilidad del hidrogel está estrechamente relacionada con el pH de la 
formulación, ya que a pH bajo se modifica el entorno del hidrogel, modificando las 
interacciones iónicas, lo que conlleva a un aumento de la viscosidad del sistema, así 
como un aumento de la estabilidad del mismo (Yamagata y cols., 2006). 
Tras analizar estos resultados se determinó que la formulación 
Quitosano/Pluronic® F127 90:10 presentaba características favorables para la 
elaboración de los insertos que serán administrados por vía intranasal. Se decidió 
continuar los ensayos elaborando los insertos nasales liofilizados seleccionando los 
geles Quitosano:Pluronic 90:10 y 10:90, para compararlos con un control negativo. 
4.4.2. Caracterización de los insertos 
Una vez seleccionados los geles Quitosano/Pluronic® F127 90:10 y 10:90, se 
procedió a elaborar los insertos añadiendo los agentes gelificantes goma xantana o 
HMPC para incrementar la consistencia de los insertos. HPMC y goma xantana son 
polímeros no iónicos con gran capacidad bioadhesiva, por lo que constituyen una 
opción atractiva para la administración de formulaciones por vía intranasal. Estos 
polímeros han sido ampliamente utilizados en la elaboración de insertos 
intranasales, permitiendo un aumento en el tiempo de residencia de la formulación 
en la cavidad nasal, así como una prolongación del tiempo de liberación del fármaco 
(McInnes y cols., 2005). 
La administración de estos polímeros altamente viscosos por vía nasal resultaría 
extremadamente difícil e incómoda. Es por ello que se elaboraron los insertos 
nasales, mecánicamente robustos, producto de la liofilización de tales polímeros 
viscosos junto con el resto de la formulación. Así, los insertos serían hidratados 
rápidamente al entrar en contacto con la humedad de la mucosa nasal, formando un 
gel viscoso, que permitiría la penetración del fármaco de forma controlada a través 
de la mucosa nasal. 
Tras elaborar los insertos con diferentes composiciones, como recoge la Tabla 4, se 
procedió a analizar las características de morfología, hinchamiento, mucoadhesión, 
liberación y permeación. 
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4.4.2.1. Caracterización morfológica 
Tras la elaboración de los insertos nasales, se analizó la morfología de cada uno de 
los insertos elaborados tanto visualmente como mediante microscopía electrónica 
de barrido (SEM). En ambos casos se observó que la estructura de los insertos 
dependía de la proporción de quitosano y Pluronic, así como de los agentes 
gelificantes HMPC o goma xantana. 
Autores como Goncalvez y cols. (2005) comentan que el grado de entrecruzamiento 
entre las moléculas que conforman el gel es el principal parámetro que influye en 
las propiedades de hinchamiento, adhesión y liberación, además de brindar una 
estructura porosa. Parece ser que el entrecruzamiento covalente que se produce 
entre las moléculas permite obtener una red que facilita la difusión de agua y mejora 
las propiedades mecánicas. Estos complejos polielectrolíticos, conformados por la 
interacción de un componente policatiónico como es el quitosano y un componente 
polianiónico como es el Pluronic, conducen a la formación de hidrogeles físicamente 
reticulados que pueden retener gran cantidad de agua en el interior (Berger y cols., 
2004). 
Como los insertos intranasales han sido obtenidos por liofilización, las muestras se 
caracterizan por presentar una estructura porosa, la cual es más evidente en la 
formulación Quitosano/Pluronic (90:10) que en (10:90) con HPMC (Figuras 14A y 
14B). Así, el inserto constituido por Quitosano/Pluronic 90:10 con HPMC (figura 
14A) muestra una porosidad elevada con un tamaño homogéneo de poro. Esta 
estructura puede deberse a la presencia de un mayor porcentaje de quitosano, que 
forma una estructura de red tridimensional debido a la formación de enlaces 
covalentes entre cadenas poliméricas proporcionando una porosidad más 
homogénea. La figura 14A presentaría una morfología adecuada para hidrogeles 
administrados por vía intranasal, debido a su aspecto más parecido a la estructura 
de una esponja, que puede proporcionar gran hidratación a los insertos cuando 
entren en contacto con la mucosa nasal.  
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Figura 14. Imágenes SEM de los insertos intranasales liofilizados. A: Quitosano/Pluronic 
(90:10) + HMPC; B: Quitosano/Pluronic (10:90) + HMPC. 
En cambio, los insertos constituidos por Quitosano/Pluronic 10:90 con HPMC 
(Figura 14B) presentan menor porosidad. Esto se debe a que el gel Pluronic, a bajas 
concentraciones, se encuentra en forma de micelas monoméricas, mientras que al 
aumentar su concentración, se produce la agregación de estos monómeros 
formando agregados micelares (Domínguez-Delgado y cols., 2016). Por tanto, a 
medida que aumenta la proporción de Pluronic, aumenta la agregación de los 
monómeros, de forma que se disponen formando micelas, constituidos por una 
cabeza hidrófila dispuesta hacia el interior y por colas hidrófobas que se disponen 
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hacia el exterior, en contacto con el medio acuoso (Archana y Maheshwari, 2011). 
Esta nueva conformación es la responsable de que los insertos apenas presenten 
porosidad, mostrando una estructura en forma de bloque con mínima porosidad. 
Este cambio estructural conlleva a una menor capacidad para captar agua, 
disminuyendo del mismo modo su capacidad de adhesión a la mucosa, así como una 
disminución en la liberación del fármaco. 
La inclusión de HPMC en la formulación no parece haber supuesto un gran cambio 
en la estructura de los insertos. HPMC es un derivado de la celulosa, de carácter 
hidrófilo, no ionizable, que contiene grupos metoxi e hidroxipropilo, que le confiere 
capacidad hidrófila, factor que favorece la capación de agua por parte del inserto 
(Mughal y cols., 2011). Añadir HPMC a la formulación va a favorecer la 
administración intranasal de los insertos, ya que permitirá una mayor captación de 
agua, de forma que influirá positivamente en el hinchamiento y liberación del 
fármaco. 
Cuando se incorporaron a la formulación los liposomas en lugar de las soluciones 
estándares de levodopa-AA/HP-β-CD, se obtuvieron diferencias en cuanto a la 
morfología de los insertos (Figura 15).  
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Figura 15. Imágenes SEM de los insertos intranasales liofilizados cargados de liposomas de 
levodopa-AA/HP-β-CD. A: Chitosan/Pluronic (90:10) + HMPC; B: Chitosan/Pluronic (10:90) + 
HMPC. 
Las Figuras 15A y 15B muestran un aumento de la rugosidad, así como una 
disminución en la porosidad si se comparan con los insertos sin fármaco (Figuras 
14A y 14B). Autores como Luppi y cols. (2010) han demostrado que la inclusión de 
fármaco/complejo inclusión en los insertos conlleva a la formación de una 
superficie rugosa, no observada en las muestras sin fármaco. Las muestras que 
contenían fármaco mostraron una disminución de la porosidad, comportamiento 
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que parece estar relacionado con una posible interacción entre el fármaco/complejo 
de inclusión durante el proceso de elaboración de los insertos. 
En las figuras 16A y 16B se representan insertos de Quitosano/Pluronic 90:10, pero 
añadiendo el gelificante goma xantana. En este caso, no ha podido ser analizada la 
estructura morfológica del inserto Quitosano/Pluronic 10:90 con goma xantana, ya 
que tras la liofilización no se consiguió una estructura compacta, sino más bien 
pegajosa. Las imágenes revelan estructuras muy rugosas, desapareciendo la 
estructura porosa que se observaba en los insertos con HPMC. En este caso, puede 
ser que se produzca interacción entre los componentes de la formulación con la 
goma xantana impidiendo la formación de los retículos tridimensionales que 
favorecen la absorción de agua. El carácter aniónico de la goma xantana hace que 
interaccione con quitosano, de carácter catiónico. Se produce un aumento en el 
grado de entrecruzamiento de los polímeros quitosano y goma xantana, de modo 
que disminuye el grado de porosidad. Esta disminución de la porosidad va a influir 
en la capacidad de hinchamiento, ya que la densidad de reticulación es 
inversamente proporcional a la capacidad para captar agua (Goncalves y cols., 
2005). De esta forma, la adición de goma xantana a la formulación ha incrementado 
el grado de entrecruzamiento entre los polímeros, lo que conlleva a una disminución 
en la capacidad de captación de agua del inserto, factor que influirá en parámetros 
como la mucoadhesión y liberación del fármaco a través de la mucosa (Dehghan y 
Marzuka, 2014).  
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Figura 16. Imágenes SEM de los insertos intranasales liofilizados. A y B: Chitosan/Pluronic 
(90:10) + Goma xantana. 
4.4.2.2. Hinchamiento 
Una vez han sido elaborados los insertos de levodopa y ácido ascórbico con las 
formulaciones propuestas en la Tabla 5, se procedió a medir la capacidad de 
hinchamiento o de captación de agua de cada una de las formulaciones, parámetro 
que influirá en la capacidad adhesiva del inserto, de manera que a mayor capacidad 
de hinchamiento, mayor será su capacidad de adhesión a la mucosa nasal (Dehghan 
y Marzuka, 2014).  
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Aunque no de forma muy patente, en la Figura 17 se observa que las formulaciones 
constituidas por Quitosano/Pluronic 90:10 presentaron un mayor porcentaje de 
captación de agua a lo largo del tiempo frente a las constituidas por 
Quitosano/Pluronic 10:90. Esto hace pensar que un mayor porcentaje de quitosano 
en la formulación deriva en una mayor captación de agua por parte del inserto. 
Igualmente, la inclusión de HPMC en la formulación repercutió favorablemente en 
la capacidad de hinchamiento del inserto, frente a la inclusión de goma xantana. 
Como defienden algunos autores, la capacidad de hinchamiento del hidrogel 
depende de factores como la densidad de reticulación, la estructura química de los 
polímeros y de las condiciones ambientales (Ahmadi y cols., 2015; Domínguez-
Delgado, 2016). La densidad de reticulación se refiere al número de 
entrecruzamientos que se produce entre las cadenas poliméricas. Si esta densidad 
de entrecruzamiento es elevada, el material presentará poca elasticidad y tendrá 
menor capacidad de captación de agua, mientras que la baja densidad de 
entrecruzamiento polimérico, favorece la porosidad y, por tanto, la penetración de 
moléculas de agua, permitiendo una mayor capacidad de hinchamiento (Goncalves 
y cols., 2005). 
 
Figura 17.  Representación del porcentaje de captación de agua de cada una de las 
formulaciones de insertos elaboradas. 
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Otro parámetro influyente en la captación de agua es la estructura química del 
polímero, así como la presencia de grupos funcionales hidrófilos o hidrófobos en la 
cadena del polímero, de manera que a mayor número de grupos hidrófilos, mayor 
será su capacidad para captar agua. En este caso, la formulación con mayor 
capacidad de hinchamiento está constituida por un mayor porcentaje de quitosano. 
La estructura de este polímero contiene grupos funcionales hidrófilos como grupos 
aminas e hidroxilos, que favorecen la captación de agua por parte del hidrogel, 
provocando la expansión o hinchamiento del mismo. Durante dicho hinchamiento, 
la estructura reticulada del hidrogel evita la disolución y destrucción de los enlaces 
cruzados del hidrogel (Ahmadi y cols., 2015). 
Del mismo modo, resulta lógico pensar que disminuya la capacidad de captación de 
agua de los insertos con menor proporción de quitosano, al disminuir el número de 
grupos hidrófilos, disminuyendo de este modo la captación de agua (Roy y cols., 
2009). 
En cuanto a la inclusión de HPMC o goma xantana en las formulaciones, parece ser 
que HPMC favorece un poco más, aunque no de forma significativa, la capacidad de 
hinchamiento del inserto, respecto al que contiene goma xantana. Esto es debido a 
que HPMC contiene grupos metoxi e hidroxipropilo, que le confieren capacidad 
hidrófila a la formulación, favoreciendo la captación de agua. Sin embargo, la 
naturaleza aniónica de la goma xantana provoca interacciones con quitosano, que 
influye en la estructura del inserto, disminuyendo su capacidad para captar agua 
(McInnes y cols., 2005).  
Haciendo un estudio comparativo entre la capacidad de hinchamiento de cada uno 
de los insertos con su morfología, se observa que los insertos constituidos por 
Quitosano/Pluronic 90:10 con HPMC presentan una superficie altamente porosa, 
debida a su baja densidad de entrecruzamiento polimérico, que permite la 
formación de poros, que favorecerán la captación de agua, consiguiendo un 
hinchamiento eficiente y rápido del inserto (Hosseini y cols., 2013). Como ha sido 
explicado en el apartado anterior, la inclusión de HPMC en la formulación, supone 
la inclusión de grupos hidrófilos, que van a favorecer la capacidad para captar agua, 
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de forma que las primeras moléculas de agua que penetran en el inserto hidratan 
los grupos polares hidrofílicos, observándose un rápido incremento en el porcentaje 
de absorción de agua en los primeros 30 minutos (Figura 17). Esto se debe a la gran 
cantidad de grupos hidrófilos que presenta la molécula de quitosano en su 
estructura. Después de una rápida absorción, viene una etapa de reposo, en la cual 
se van exponiendo los grupos hidrofóbicos y van interaccionando con las moléculas 
de agua a través de enlaces débiles, hasta llegar a absorber el máximo de agua 
posible, como se observa a las 3 horas. A partir de ahí, el inserto ya no es capaz de 
seguir absorbiendo agua. El incremento de la capacidad de hinchamiento del inserto 
se observa en la Figura 18A, donde se visualiza la aparición de pequeños poros en 
el inserto tras contactar con el medio acuoso durante 30 minutos, así como un 
incremento de la porosidad con el paso del tiempo, coincidiendo con la máxima 
captación de agua por parte del inserto. Esta estructura porosa se corresponde con 
las imágenes del SEM obtenidas al analizar su morfología. 
En cambio, los insertos constituidos por Quitosano/Pluronic 10:90 con HPMC 
muestran menor capacidad de hinchamiento al contactar con el medio acuoso. En la 
Figura 17 se observa un incremento de la captación de agua a los 30 minutos, 
aunque mucho menor que en los insertos de Quitosano/Pluronic 90:10 y continúa 
aumentando su hinchamiento hasta las 3 horas gradualmente. Esto se debe a la 
presencia de un mayor porcentaje de Pluronic, que produce un aumento de la 
agregación micelar, aumentando el enmarañamiento de las cadenas poliméricas, de 
forma que dificulta la formación de poros, lo que conlleva a una menor captación de 
agua por parte del inserto (Domínguez-Delgado, 2016). En la Figura 18B, se 
visualiza la menor captación de agua por parte del inserto a los 30 minutos, de forma 
que el inserto muestra poco hinchamiento si se compara con la Figura 18A, que 
favorece la aparición de poros. A las 24 horas, muestra una mayor humectación 
respecto a los 30 minutos, aunque sigue reflejando una capacidad de captación de 
agua menor que la formulación 18A. 
Sin embargo, en la Figura 17, los insertos constituidos por Quitosano/Pluronic 
90:10 con goma xantana muestran un menor porcentaje de captación de agua a los 
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30 minutos con respecto al resto de formulaciones, aunque a partir de la primera 
hora comienza a incrementar su hinchamiento de forma gradual hasta las 5 horas, 
que comienza a decrecer. Este comportamiento queda reflejado en la Figura 18C, 
donde se observa escasa capacidad de hinchamiento a los 30 minutos, mientras que 
a las 24 horas de contacto del inserto con el medio acuoso, puede observarse cómo 
el inserto está totalmente humectado. Se piensa que su gran capacidad de 
hinchamiento es debido a la elevada proporción de quitosano en la formulación, 
cuyos grupos hidrófilos que conforman las cadenas poliméricas favorecen la 
captación de agua, como ya ha sido expuesto anteriormente. Parece ser que la 
presencia de goma xantana en la formulación es la responsable de que disminuya la 
capacidad de captación de agua por parte del inserto, achacable a una posible 
interacción entre la goma xantana (carácter aniónico) y quitosano (carácter 
catiónico), de forma que aumenta el grado de entrecruzamientos poliméricos entre 
quitosano y goma xantana, por lo que disminuye considerablemente el número de 
poros, así como su diámetro, viéndose reflejado en el porcentaje de captación de 
agua, de manera que al disminuir su porosidad, disminuye también su capacidad de 
hinchamiento (Dehghan y Marzuke, 2014).  
Por último, la formulación que conlleva menor capacidad para captar agua es la 
constituida por Quitosano/Pluronic 10:90 con goma xantana (Figura 17). Este 
resultado es lógico, según lo expuesto anteriormente, ya que la mayor proporción 
de Pluronic en la formulación conlleva a una menor capacidad para captar agua, 
debido al aumento del enmarañamiento micelar que dificulta la captación de agua. 
Por otro lado, la presencia de goma xantana en la formulación, no favorece la 
captación de moléculas de agua. En la Figura 18D se visualiza la escasa captación de 
agua por parte del inserto, donde puede observarse una captación de agua similar a 
los 30 minutos que a las 24 horas. 
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Figura 18. Imágenes del estudio de hinchamiento de los insertos a tiempo 30 minutos 
(izquierda) y 24 horas (derecha). A. Insertos Chitosan/Pluronic 10:90 + HPMC; B. Insertos 
Chitosan/Pluronic 90:10 + HPMC; C. Insertos Chitosan/Pluronic 90:10 + Goma xantana; D. 
Insertos Chitosan/Pluronic 10:90 + Goma xantana. 
4.4.2.3. Uniformidad de contenido 
El análisis de uniformidad de contenido realizado a las formulaciones de los insertos 
muestra variación en sus resultados. 
El estudio del porcentaje de levodopa recuperado en los insertos se muestra en la 
Figura 19. Los insertos constituidos por Quitosano/Pluronic 90:10 con HPMC 
mostraron resultados favorables, con porcentajes de recuperación del principio 
activo en torno al 90%. La Real Farmacopea Española 5ª edición establece como 
criterio de aceptación, que el porcentaje de principio activo se encuentre dentro del 
intervalo de 85% a 115%. En cambio, los insertos de Quitosano/Pluronic 10:90 con 
HPMC presentaron valores medios del 70%, los insertos Quitosano/Pluronic 90:10 
con goma xantana en torno al 62,67% de principio activo y los insertos de 
Quitosano/Pluronic 10:90 con goma xantana presentaron un 57% de levodopa.  
D  
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Figura 19. Uniformidad de contenido de los insertos de levodopa. 
Por otro lado, las formulaciones que incluyeron liposomas mostraron elevados 
porcentajes de recuperación de fármacos, siendo la formulación constituida por 
Quitosano/Pluronic 90:10 con HPMC la que alcanza mayor porcentaje de 
recuperación, en torno al 87%. Al igual que ocurre en las formulaciones sin 
liposomas, la presencia de goma xantana no favorece la obtención de lotes 
homogéneos en cuanto a contenido, mostrando unos valores en torno al 55% en la 
formulación Quitosano/Pluronic 10:90 y 40% en la formulación 
Quitosano/Pluronic 90:10. 
Por consiguiente, este estudio demuestra que la formulación Quitosano/Pluronic 
90:10 con HPMC es la única que cumple el objetivo de uniformidad de contenido. 
4.4.2.4. Mucoadhesión 
Para determinar la capacidad adhesiva de los insertos en la mucosa nasal, se realizó 
un estudio in vitro de la fuerza mucoadhesiva de cada una de las formulaciones 
expuestas en la Tabla 4. 
En la Figura 20 se observó que la formulación constituida por Quitosano/Pluronic 
90:10 con HPMC es la que presenta mayor fuerza mucoadhesiva. La segunda 
formulación con mayor capacidad de adhesión es la formada por 
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Quitosano/Pluronic 90:10 con goma xantana, de manera que las formulaciones con 
mayor proporción de quitosano, son las que van a tener mayor capacidad de 
adhesión a la mucosa nasal. 
 
Figura 20. Estudio de mucoadhesión de los insertos intranasales de levodopa y ácido 
ascórbico. 
Numerosos investigadores han demostrado las propiedades mucoadhesivas del 
polímero quitosano (Harikarnpakdee y cols., 2006; Sun y cols., 2009). Al aumentar 
la proporción de quitosano, se produce un aumento del número de grupos amino 
cargados positivamente, que van a interactuar fuertemente con la glicoproteína y el 
ácido siálico de la mucosa nasal, cargadas negativamente, aumentando la capacidad 
mucoadhesiva de la formulación (Martinac y cols., 2005; Hafner y cols., 2007). 
Así, los insertos elaborados con menor proporción de quitosano presentan una 
disminución en su capacidad mucoadhesiva, ya que al disminuir el número de 
cargas positivas aportadas por los grupos amino del polímero, se reduce su 
capacidad de interacción con la mucosa nasal. Por su parte, el polímero Pluronic no 
destaca por su capacidad bioadhesiva, sino por su capacidad gelificante, de tal forma 
que un incremento en la proporción de este polímero no influye positivamente en 
la capacidad de adhesión de los insertos (Archana y Maheshwari, 2011). Es por ello 
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que las formulaciones Quitosano/Pluronic 10:90 con HPMC o goma xantana 
muestran menor capacidad de mucoadhesión. 
Por otro lado, no se observan grandes diferencias en la capacidad mucoadhesiva al 
emplear HMPC o goma xantana en la formulación, quedando patente que el factor 
dominante es la proporción de quitosano empleado en la formulación.  
Cabe destacar la coincidencia en los resultados obtenidos tras la medición de la 
capacidad de hinchamiento de las distintas formulaciones de insertos con los 
resultados obtenidos en la capacidad mucoadhesiva, de tal forma que los insertos 
con mayor capacidad de hinchamiento son los que presentaron una mayor 
capacidad de adhesión a la mucosa nasal. 
Tras administrar los insertos liofilizados en la cavidad nasal, se produce la 
hidratación de los insertos tras su contacto con la mucosa nasal, lo que induce la 
formación de redes gelificantes capaces de interactuar con la mucosa nasal como 
resultado del entrecruzamiento físico y mediante enlaces secundarios como enlaces 
de hidrógeno o fuerzas de Van der Waals. De hecho, la capacidad de captación de 
agua de los insertos aumenta la movilidad de las cadenas poliméricas lo que facilita 
la interpenetración e interacción con la capa mucosa (Domínguez-Delgado y cols., 
2016). De esta manera, a mayor capacidad para captar agua, mayor es la movilidad 
de las cadenas poliméricas, que conlleva a una mayor interacción electrostática que 
favorecen la interacción de la formulación con la mucosa nasal, aumentando la 
fuerza mucoadhesiva (Jadhav y cols., 2009). 
 4.4.2.5. Estudios de liberación in vitro 
El estudio de liberación in vitro se realizó con el fin de dilucidar la influencia de la 
composición de los insertos intranasales en el proceso de liberación del fármaco 
incluido en liposomas. La composición de los insertos seleccionados para este 
estudio fue Quitosano/Pluronic 90:10 y 10:90 con HPMC. 
Para obtener los perfiles de liberación, se representó el porcentaje de liberación de 
levodopa frente al tiempo, incluyendo como control una solución standard de 
levodopa. 
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Como cabe esperar, se observaron dos comportamientos claramente diferenciados: 
el primero, el perfil correspondiente a la solución de levodopa, que libera 
rápidamente alcanzando su máxima liberación a las 2 horas (casi un 80%) y el 
segundo, los perfiles de los liposomas incluidos en los insertos intranasales donde 
se visualiza una modulación en la liberación de levodopa. 
Como se observa en la Figura 21, los insertos compuestos por Quitosano/Pluronic 
90:10 con HPMC muestran un mayor porcentaje de liberación del fármaco, en torno 
al 70% de levodopa es liberada a las 4 horas de comenzar el estudio. En cambio, los 
insertos constituidos por Quitosano/Pluronic 10:90 con HPMC muestran una 
liberación de levodopa en torno al 40% en torno a las 5-6 horas del inicio del 
estudio.  
Estos resultados concuerdan con lo obtenido en apartados anteriores, donde los 
insertos constituidos por Quitosano/Pluronic 90:10 con HPMC muestran una 
estructura porosa, con capacidad para captar mayor porcentaje de agua, que se 
traduce en una mejor liberación del fármaco a lo largo del tiempo.  
Figura 21. Perfiles de liberación in vitro de insertos constituidos por levodopa-AA/HP-β-CD y 
solución control. 
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4.4.2.6. Estudios de permeación ex vivo 
Se realizó el estudio de permeación ex vivo sobre la mucosa nasal de cerdo, 
simulando la mucosa nasal humana, con el objetivo de establecer la posibilidad de 
administrar los insertos por vía intranasal como posible vehículo de nuestra 
formulación. Para ello, se colocaron cantidades iguales de la formulación elaborada 
en los insertos constituidos por Quitosano/Pluronic 90:10 y 10:90 con HPMC en la 
superficie de la mucosa nasal de cerdo, en el compartimento donador para evaluar 
su capacidad de penetración a través de la mucosa (Figura 22). 
 
 Figura 22. Estudio de permeación ex vivo en membrana de cerdo. A. Permeación de fármaco 
a tiempo 0; B: Permeación de fármaco a las 24 horas. 
En la Figura 23 se representan los perfiles de permeación de levodopa en las 
distintas formulaciones de los insertos, usando como control una solución estándar 
de levodopa (1 mg/mL).   
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Figura 23. Perfiles de permeación ex vivo de insertos constituidos por levodopa-AA/HP-β-CD 
y solución control. 
Tal como se observa en la gráfica, la permeación de levodopa incrementó de forma 
directamente proporcional con el tiempo, mostrando una tendencia lineal en las 
primeras 4 horas. Al representar la cantidad de fármaco acumulado en el 
compartimento receptor por unidad de área (Q/cm2) frente al tiempo, se obtuvo 
una recta a partir de la cual pudieron calcularse los parámetros de permeación: flujo 
y coeficiente de permeabilidad. Los valores de estos parámetros se recogen en la 
Tabla 12. 
Formulación % permeado (24 horas) J (mg/cm2/min) P (cm/min) 
Solución control 57 4,3 x 10-2 1,5 x 10-2 
C90P10H 50 3,8 x 10-2 1,3 x 10-2 
C10P90H 25 1,9 x 10-2 6,8 x 10-3 
Tabla 12. Valores obtenidos de porcentaje de permeación de levodopa, coeficiente de 
permeabilidad (P) y flujo (J) para cada formulación ensayada. 
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Los resultados obtenidos demuestran que los coeficientes de permeabilidad (P) y 
los valores de flujo (J) están directamente relacionados con el porcentaje de 
permeación en cada formulación. El flujo permeado de levodopa fue superior en los 
insertos constituidos por Quitosano/Pluronic 90:10 con HPMC. 
Los insertos elaborados con Quitosano/Pluronic 90:10 con HPMC muestran un 
mayor porcentaje de permeación del fármaco (55%), alcanzando su máximo 
porcentaje de permeación a las 6 horas. 
Este tipo de inserto parece ser un buen candidato para la administración intranasal 
de nuestra formulación, proporcionando una permeación prolongada del fármaco 
durante más de 6 horas (Luppi y cols., 2010) 
Autores como McInnes y cols. (2005) demostraron que la inclusión de HPMC en los 
insertos liofilizados promovía un aumento en el tiempo de residencia del inserto en 
la cavidad nasal. Por otro lado, el chitosan tiene gran capacidad mucoahesiva, lo cual 
también influye en el tiempo de residencia del inserto en la mucosa nasal, factores 
que favorecen la liberación y permeación por parte del fármaco. 
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Primera. La inclusión de levodopa y ácido ascórbico en complejos de inclusión 
favorece la estabilidad del fármaco. Las ciclodextrinas β e HP-β muestran resultados 
favorables, protegiendo al fármaco del medio externo. El estudio de solubilidad de 
fase sugiere una estequiometría 1:1 fármaco:complejo de inclusión.  
Segunda. La sustitución de colesterol por colesterol-hemisuccinato en la 
elaboración de los liposomas, solventa el problema de competencia entre la β-CD y 
el colesterol. 
Tercera. La elaboración de los liposomas de levodopa-AA/CD mediante TLE y 
añadiendo el agente de carga DCP muestra resultados favorables. Los liposomas de 
L-dopa-AA/β-CD presentan un tamaño de 457 nm, potencial z -18,4 y eficacia de 
encapsulación 64,5%, mientras que los liposomas de L-dopa-AA/HP-β-CD 
presentan un tamaño de 463 nm, potencial z -19,1 y eficacia de encapsulación 
66,1%. 
Cuarta. El estudio en co-cultivos celulares mostró el carácter citotóxico de la β-CD, 
solventándose el problema sustituyéndola por la HP-β-CD. Esto es debido a la 
necesidad de la β-CD por competir con el colesterol que conforman las células, 
produciendo muerte neuronal. Por otro lado, se concluyó la necesidad de controlar 
la presencia de trazas de cloroformo en la formulación, aumentando el tiempo de 
evaporación en el proceso de elaboración de los liposomas. 
Quinta. Los insertos intranasales liofilizados desarrollados permiten administrar la 
formulación optimizada de levodopa por vía intranasal, de manera que el fármaco 
pueda acceder directamente desde la cavidad nasal hacia el cerebro, mediante una 
técnica no invasiva. Estos insertos son elaborados con agentes mucoadhesivos que 
favorecen el tiempo de permanencia del fármaco en contacto con la mucosa nasal. 
Sexta. Los insertos elaborados con los geles Chitosan/Pluronic en proporción 90:10 
(v/v) y añadiendo HPMC presentan una estructura porosa, que favorece la 
capacidad de hinchamiento del inserto, factor que influye en una mayor capacidad 
bioadhesiva de la mucosa nasal. Esta formulación aumenta el tiempo de residencia 
del inserto en la cavidad nasal, de forma que la liberación del fármaco se ve 
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favorecida. Esta formulación es la única que cumple los criterios que establece la 
Real Farmacopea Española sobre uniformidad de contenido, ya que hemos obtenido 
un valor del 90%. 
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Los materiales empleados en el bloque I de la presente Tesis Doctoral son los 
siguientes:  
Ácido silícico. Se presenta en forma de polvo blanco con fórmula empírica SiO2H2O. 
Se emplea como componente esencial de la fase estacionaria en la cromatografía en 
columna (Sigma-Aldrich, Madrid). 
Agua Milli-Q® (Milli-Q® Advantage, Millipore). 
Cloroformo (Triclorometano estabilizado con etanol). Se presenta en forma de 
líquido incoloro con fórmula empírica CHCl3 y con peso molecular 119,38 g/mol. 
Calidad analítica  (Panreac Química, Barcelona). 
Cloruro de sodio. Se presenta en forma de sólido blanco cristalino, higroscópico, con 
fórmula empírica NaCl y peso molecular 58,44 g/mol (Acofarma, Barcelona). 
Cloruro férrico hexahidratado (Hierro (III) cloruro 6-hidrato). Se presenta en forma 
de sólido, con fórmula empírica FeCl3·6H2O y con un peso molecular de 270,30 
g/mol (Panreac Química, Barcelona). 
Colesterol (CH). Se presenta como polvo blanco con fórmula empírica C27H46O y 
nombre químico 3-ß-hidroxi-5-colesteno, con un peso molecular de 386,65 g/mol y 
con un punto de fusión de 148.5 ºC. Se conserva a temperatura ambiente (Sigma-
Aldrich, Madrid). 
DTNB (5,5´-Ditiobis(ácido 2-nitrobenzoico). Se presenta en forma de polvo de color 
amarillo claro, con fórmula empírica C14H8N2O8S2 y peso molecular 396,35 g/mol. Se 
emplea en la determinación de grupos sulfidrilo libres, porque es un reactivo 
sensible a dichos grupos (Sigma-Aldrich, Madrid). 
Edetato disódico (EDTA). Se presenta en forma de polvo blanco cristalino con 
fórmula empírica C10H14N2Na2O8, peso molecular 372,2 g/mol y con una solubilidad 
en agua de 1:500 (Fagrón, Barcelona). 
Éster del ácido 4-(4-Maleimidofenil) butírico N-hidroxisuccinimida éster (SMPB). 
Se presenta en forma de polvo, con fórmula empírica C12H12N2O6 y peso molecular 
280,23 g/mol. Se conserva a 4 ºC (Sigma-Aldrich, Madrid). 
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Fosfatidilcolina (EPC) (L--Fosfatidilcolina de huevo). Se trata de un extracto 
orgánico de la yema de huevo, que contiene aproximadamente un 60% de PC. El 
40% restante está constituido mayoritariamente por fosfatidiletanolamina, con 
cantidades menores de otros fosfolípidos. Su nombre químico es 1,2-diacil-sn-
glicero-3-fosfocolina y con un peso molecular de 768 g/mol. Se conserva a 4 ºC 
(Sigma-Aldrich, Madrid). 
Fosfatidiletanolamina (PE) (L--Fosfatidiletanolamina). Se presenta en forma de 
solución (10 mg/mL) en cloroformo, con peso molecular 726,076 g/mol. Se 
conserva a -20 ºC (Sigma-Aldrich, Madrid). 
Fosfatidilglicerol (PG) (L--Fosfatidil-DL-glicerol sódico). Se presenta en forma de 
polvo blanco, con nombre químico 1,2-Diacil-sn-glicero-3-fosfo-(1-rac-glicerol). Se 
trata de un extracto orgánico de la yema de huevo. Se conserva a -20 ºC (Sigma-
Aldrich, Madrid). 
Hepes. Se presenta en forma de polvo blanco, con nombre químico ácido 2-[4(2-
hidroxietil)-1-piperacinil] etanosulfónico, con fórmula empírica C8H18N2O4S y peso 
molecular 238,30 g/mol (Panreac Química, Barcelona). 
Hidrógeno fosfato disódico anhidro. Se presenta en forma de sólido blanco, 
cristalino, con fórmula empírica Na2HPO4 y con peso molecular 141,96 g/mol 
(Panreac Química, Barcelona). 
Hidróxido de sodio. Se presenta en forma de perlas blancas duras y quebradizas, 
muy higroscópico. Agente alcalinizante, muy soluble en agua, con fórmula empírica 
NaOH y peso molecular 40 g/mol (Panreac Química, Barcelona). 
Hidroxilamina. Se presenta en forma de solución al 50 %, con fórmula empírica 
NH2OH y peso molecular 33,03 g/mol (Sigma-Aldrich, Madrid). 
Metanol. Se presenta en forma de líquido incoloro con fórmula empírica CH3OH y 
peso molecular 32,0 g/mol. Calidad analítica (Panreac, Barcelona). 
Reactivo Ellmann (RES). Se presenta en forma de solución constituida por 4 mg 
DTNB en 1 mL de tampón RB (Thermo Scientific, USA). 
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Rodamina B. Se presenta en forma de polvo rojo con fórmula empírica C28H31ClN2O3, 
con un peso molecular de 479,01 g/mol. Es utilizado como marcador fluorescente 
que es excitado a una longitud de onda de 540 nm y emite a una longitud de onda 
de 570 nm (Sigma-Aldrich, Madrid). 
SATA (Éster del ácido S-acetiltioglicólico N-hidroxisuccinimida). Se presenta en 
forma de polvo con fórmula empírica C8H9NO5S y peso molecular 231, 23 g/mol. Es 
soluble en dimetilformamida (DMF) (Sigma-Aldrich, Madrid). 
Solución de Inmunoglobulina G-FITC 20 mg/ml. Se presenta en forma de solución 
acuosa compuesta por 0,01 M de tampón fosfato y 15 mM de azida sódica, pH 7,4. 
Se trata de una inmoglobulina G conjugada con el marcador fluorescente FICT 
(Sigma-Aldrich, Madrid). 
Solución de molibdeno amónico. Se presenta en forma de líquido constituido por 
1,3 % de óxido de molibdeno en una solución de ácido sulfúrico 4,2 M. Es empleado 
en cromatografía como revelador de placas TLC (Sigma-Aldrich, Madrid). 
Tampón Hepes. Se prepara en forma de solución con una concentración 10 mM de 
ácido 2-[4(2-hidroxietil)-1-piperacinil] etanosulfónico a un pH 5,5. 
Tampón RB. Se presenta en forma de solución constituida por 0,1 M de hidrógeno 
fosfato disódico anhidro (Panreac Química, Barcelona) con 1 mM de EDTA. 
Tiocianato amónico. Se presenta en forma de sólido que puede absorber la humedad 
del aire y convertirse en líquido, con fórmula empírica NH4SCN y peso molecular 
76,12 g/mol (Panreac Química, Barcelona). 
Trietilamina (TEA). Se presenta en forma de solución, con fórmula empírica 
(HOCH2CH2)3N y peso molecular 149,19 g/mol (Sigma-Aldrich, Madrid). 
 
 
 
 
Anexo I 
 
- 380 - 
 
 
Anexo II 
 
- 381 - 
 
Los materiales empleados en el Bloque II de la presente Tesis Doctoral fueron los 
siguientes:  
1,2 Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC): Polvo blanco de fórmula 
empírica C40H70NO8P, y peso molecular 734.039 g/mol. Se almacena a -20 ºC (Sigma-
Aldrich, USA). 
Acetonitrilo (ACN): Su fórmula empírica CH3CN y peso molecular 41,05 g/mol. 
Calidad HPLC (Panreac, Barcelona). 
Ácido acético de forma molecular CH3COOH y peso molecular 60,05 g/mol. 
Ácido acético glacial: Líquido incoloro con un olor picante característico, de fórmula 
empírica CH3COOH y peso molecular 60,05 g/mol (Scharlau Chemie S.A., España). 
Ácido ascórbico: Polvo o cristales de color blanco, de fórmula empírica C6H8O6, y 
peso molecular 176.12 g/mol (Sigma-Aldrich, China). 
Agua Milli-Q® (Milli-Q® Advantage, Millipore). 
Celulosa (HPMC, hidroxipropilmetilcelulosa) 7,18 mg por cada inserto. Agente 
viscosizante. 
Chitosan (Poli-β-(1,4)-2-amino-2-deoxy-D-glucosa). Polvo de color blanco, de 
fórmula empírica C56H103N9O39, y peso molecular 1526,464. Es una poliamina 
catiónica con gran densidad de carga a un pH < 6,5.  
Cloroformo: Triclorometano estabilizado con etanol, de fórmula empírica CHCl3. 
Calidad analítica (Panreac Química, Barcelona). 
Cloruro de cobre (I): Polvo de color verdoso, de fórmula empírica ClCu, y peso 
molecular 99 g/mol (Sigma-Aldrich, China). 
Cloruro de sodio: Cristales translúcidos blancos, muy solubles en agua. De fórmula 
empírica NaCl y peso molecular 58,44 g/mol (Acofarma, Barcelona). 
Colesterol (CH): También llamado 3-ß-hidroxi-5-colesteno. Polvo blanco de fórmula 
empírica C27H46O, y peso molecular 386,67 g/mol. Punto de fusión 148,5 ºC. Se 
conserva a temperatura ambiente (Sigma-Aldrich, Barcelona). 
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Colesterol hemisuccinato (CH-HS): Polvo de color blanco, de fórmula empírica 
C31H50O4, y peso molecular 486,74 g/mol (Sigma-Aldrich, Barcelona). 
Curcumina: Obtenida de la raíz de Curcuma longa (Tumeric). De fórmula empírica 
[HOC6H3(OCH3)CH=CHCO]2CH2 y peso molecular 368.38 g/mol (Acofarma, 
Barcelona). 
D(+)-trehalosa dihidrato. Polvo de color blanco, de fórmula empírica C12H22O11, y 
peso molecular 342,29. 
Dicetilfosfato (DCP): Polvo blanco cristalinos, de fórmula empírica C32H67O4P y peso 
molecular 546.84 g/mol. Se almacena a -18 ºC (Sigma-Aldrich, Alemania). 
EDTA: También llamado ácido etilendiaminotetraacético, es una sustancia utilizada 
como agente quelante. De fórmula empírica C10H16N2O8, y peso molecular 292,24 
g/mol (Acofarma, Barcelona). 
Estearilamina (EA): También llamada octadecilamina. Polvo blanco, insoluble en 
agua, de fórmula empírica C18H39N, y peso molecular 269,52 g/mol. Se conserva a 
temperatura ambiente (Fluka-Biochemika, Suiza). 
Etanol 96º: Líquido incoloro, inflamable y volátil. De formula empírica C2H6O, y peso 
molecular 46.07 g/mol. Debe de conservarse entre 3º y 35º, protegiéndose de la luz. 
(Panreac Química, Barcelona). 
Éter: También conocido como dietiléter. Es un líquido incoloro, higroscópico muy 
volátil, de olor característico. De fórmula empírica C4H10O, y peso molecular 
74.12 g/mol (Panreac Química, Barcelona, España). 
Fosfatidilcolina (PC): También llamado L-a-Fosfatidilcolina de huevo. Es un extracto 
orgánico de la yema de huevo que contiene aproximadamente un 60% de PC. El 40% 
restante está constituido mayoritariamente por fosfatidiletanolamina, con 
cantidades menores de otros fosfolípidos. Su nombre químico es 1,2-diacil-sn-
glicero-3-fosfocolina y su peso molecular 768 g/mol. Se conserva a 4 ºC (Sigma-
BioChemika, Alemania). 
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Glicina: Polvo de color blanco, de fórmula empírica C2H5NO2, y peso molecular 75,07 
g/mol. Tiene una pureza ≥ 98.5 %. Es soluble en agua 100 mg/mL (Sigma-Aldrich, 
USA). 
Goma Xantana. Agente viscosizante. 
Hidróxido de sodio: Perlas blancas duras y quebradizas, muy higroscópicas. Agente 
alcalinizante, muy soluble en agua. De peso molecular 40 g/mol (Acofarma, 
Barcelona).  
HP-β-ciclodextrina: Polvo blanco cristalino, de fórmula empírica C63H112O42, y peso 
molecular 1396 g/mol (Sigma Aldrich, China). 
Lauril sulfato sódico: Polvo fino blanco, con débil olor característico. De fórmula 
empírica C12H25NaO4S, y peso molecular 288,38 g/mol (Acofarma, Barcelona). 
Levodopa: Polvo cristalino, blanco o casi blanco. De fórmula empírica C9H11NO4, y 
peso molecular 197,18 g/mol. Poco soluble en agua, prácticamente insoluble en 
etanol 96%, fácilmente soluble en ácido clorhídrico 1 M, y bastante soluble en ácido 
clorhídrico 0.1 M (Acofarma, Barcelona).  
Medio nasal (SNF, simulated nasal fluid): 7,45mg/ml NaCl, 0,32 mg/ml CaCl2*2H2O, 
1,29 mg/ml KCl pH 6,5  
Metanol: De fórmula empírica CH3OH y peso molecular de 32,0 g/mol. Calidad 
analítica (Panreac, Barcelona). 
Monoestearato de Sorbitan (Span® 60): Pequeñas escamas de color pardo-
amarillento claro, tacto ceroso y ligero olor característico, de fórmula empírica 
C24H46O6, y peso molecular 430,63 g/mol. Punto de fusión de 50ºC, 
aproximadamente. Se conserva a temperatura ambiente (Acofarma, Barcelona).  
Nitrotetrazolium blue chloride: Polvo de color amarillo. De fórmula empírica 
C40H30Cl2N10O6, y peso molecular 817.64 g/mol. Es sensible a la luz (Sigma-Aldrich, 
USA). 
Pluronic F127 
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Superóxido dismutasa: Enzima con un cofactor. Es de color blanco. (Sigma-Aldrich, 
USA). 
Tampón Hepes: También llamado ácido 2-[4(2-hidroxietil)-1-piperacinil] 
etanosulfónico (Hepes) de fórmula empírica C8H18N2O4S, y peso molecular 238,30 
g/mol (Panreac Química, Barcelona). 
Tween 80: Liquido viscoso no iónico incoloro o amarillo pardusco de formula 
empírica C64H124O26, y peso molecular 1309.7 g/mol (Sigma-Aldrich, Barcelona). 
Xantina oxidasa: Proteína de forma de xantina oxidorreductasa. Es de color pardo 
(Sigma-Aldrich, USA). 
Xantina: Polvo de color blanco pardo, de fórmula empírica C5H4N4O2, y peso 
molecular 152.11 g/mol. Su pureza es ≥ 98 % (Sigma-Aldrich, China). 
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3,4-DFA: Ácido 3,4- dihidroxifenil acético 
3-MT: 3-metoxitiramina 
3-OMD: 3-orto metil dopa 
AA: Ácido ascórbico 
ACN: Acetonitrilo 
ANOM: Análisis de medias  
ANOVA: Análisis de varianzas  
BHE: Barrera hematoencefálica 
CD: Ciclodextrinas 
CH: Colesterol 
CH-HS: Colesterol-hemisuccinato 
COMT: Catecol O-metil transferasa  
CSF: Barrera fluido cerebroespinal 
CV: Coeficiente de variación 
DA. Dopamina endógena  
DAT: Transportador de dopamina 
DCP: Dicetilfosfato 
DDAB: Bromuro de dimetildidodecilamonio   
DDC: Dopamina descarboxilasa 
DMF: Dimetilformamida 
DMSO: Dimetilsulfóxido 
DPPC: 1,2 dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina 
DTNB: 5,5-Ditiobis ácido 2-nitrobenzoico 
E: Extruido  
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EA: Estearilamina 
EE: Eficacia encapsulación 
ELA: Esclerosis lateral amiotrófica 
EP: Enfermedad de Parkinson 
EPC: Fosfatidilcolina de huevo 
EPG: Fosfatidilglicerol de huevo 
FAT: Calentamiento y congelación 
 HPLC: Cromatografía líquida de alta resolución 
HPMC: Hidroxipropil metilcelulosa 
 HVA: Ácido homovanílico 
Ig G: Inmunoglobulina G 
Ig G-FITC: Inmunoglobulina G- isotiocianato de fluoresceína 
IMAO: Inhibidor MAO-B 
IP: Índice polidispersión 
IR: Espectroscopía infrarrojo 
LAAD: L-aminoácido aromático-descarboxilasa 
L-dopa: Levodopa 
LOD: Límite de detección 
LOQ: Límite de cuantificación 
LUV: Vesículas unilaminares grandes 
MAB: Anticuerpos monoclonales 
MAO-B: Mono-amino oxidasa tipo B  
MLV: Vesículas multilaminares 
MTH: Caballo de troya molecular 
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NTB: Nitroazul de tetrazolio  
PE: L--Fosfatidiletanolamina 
PEG: Polietilenglicol 
PEG400: Polietilenglicol 400 
PE-MPB: Maleimidofenil butiril fosfatidiletanolamina 
PG: Propilenglicol 
RES: Solución del reactivo Ellmann 
REV: Evaporación en fase reversa 
RSD: Desviación estándar relativa 
SAMSA: S-acetilmercaptosuccínico anhidro 
SATA: Ácido S-acetiltioglicólico N-hidroxisuccinamida éster 
SD: Desviación estándar 
SE: Sin extruir 
SMPB: Éster del ácido 4-(4-Maleimidofenil) butírico N-hidroxisuccinimidil 
SNC: Sistema Nervioso Central 
SOD: Superóxido dismutasa 
SON: Sonicación 
SPDP: N-succinimidilpiridilditiopropionato 
SUV: Vesículas unilaminares pequeñas 
TEA: Trietilamina 
TEM: Microscopía electrónica de transmisión 
TLC: Cromatografía en capa fina 
TLE: Evaporación en capa fina 
TNB: 2-nitro-5-tiobenzoico  
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TR: Tiempo retención 
X/XOD: Xantina/Xantina oxidasa 
XOD: Xantina oxidasa 
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